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Existe atualmente um grande interesse na busca de novas fontes de pigmentos 
naturais que possam, mediante o seu consumo, tornar a dieta mais funcional e 
saudável. A juçara (Euterpe edulis Mart.), uma fruta da mata atlântica brasileira, tem 
chamado a atenção de pesquisadores por conter alta quantidade de compostos 
bioativos benéficos à saúde. Dentre esses compostos destacam-se as antocianinas, 
que são compostos antioxidantes responsáveis pela cor de muitas espécies 
vegetais, e que possuem alta capacidade de inibição da ação dos radicais livres 
responsáveis por ações degenerativas. No processamento industrial de polpa de 
juçara é gerada uma grande quantidade de resíduos sem valor comercial que têm 
sido tratados como contaminantes ambientais. Nesse contexto, o objetivo deste 
trabalho foi obter extratos ricos em compostos fenólicos e antocianinas a partir do 
resíduo industrial de juçara (Euterpe edulis Mart), utilizando diferentes processos de 
extração a altas pressões a fim de avaliar seu potencial funcional. Para isto foi 
realizada a extração com líquidos pressurizados (PLE) usando diferentes solventes 
(etanol, mistura acidificada pH 2,0 de etanol + água 50% v:v, água e água 
acidificada pH 2,0) em diferentes temperaturas (40, 60 e 80 oC), fixando a pressão 
(10 MPa) e a razão mássica entre solvente e resíduo (S/F = 24 kg solvente/kg 
resíduo). Também realizou-se uma extração Soxhlet e um processo PLE sequencial 
para a obtenção de extratos fracionados ricos nos compostos de interesse. Todos os 
extratos obtidos foram avaliados em termos de conteúdo de fenóis totais (FT), teor 
de antocianinas monoméricas (AM) e atividade antioxidante (AAt) pelo método 
DPPH em função das variáveis do processo (temperatura e tipo de solvente). 
Posteriormente foi selecionado o melhor solvente da PLE em termos de FT, AM e 
AAt para se avaliar como cossolvente na extração com fluidos supercríticos (SFE) 
(20 MPa, 60 °C, 10% CO2 – 10% cossolvente), assim como nas extrações a baixa 
pressão (em leito agitado e assistida por ultrassom). Os resultados mostraram que o 
melhor solvente da PLE foi a mistura acidificada (pH 2,0) de etanol + água 50% v:v. 
As antocianinas presentes em todos os extratos foram identificadas e quantificadas 
por cromatografia liquida de ultra eficiência (UPLC-Ultra Performance Liquid 
Chromatography) acoplada à espectrometria de massas (UPLC-QToF -MS). Para 




Tukey, mediante a análise de variância (ANOVA) ao nível de significância de 5%. Os 
resultados demonstraram que o maior FT (51,34 mg EAG/g resíduo seco) foi obtido 
com a mistura acidificada pH 2,0 de etanol + água 50% v:v a 80 °C e o maior AM 
(9,75 mg C3RE/g resíduo seco) com água acidificada a 40 °C. O aumento da 
temperatura teve efeito negativo no rendimento de antocianinas possivelmente 
devido à instabilidade desses compostos. No entanto, o efeito do aumento da 
temperatura no rendimento de fenólicos foi positivo. Observou-se também que o 
conteúdo de FT apresentou uma correlação positiva com a atividade antioxidante 
dos extratos. A análise por UPLC-QToF-MS mostrou que as antocianinas presentes 
em maior quantidade foram a cianidina-3-rutinosídeo e a cianidina-3-glicosídeo, 
enquanto as minoritárias foram a peonidina-3-rutinosídeo e a peonidina-3-glicosídeo. 
O cossolvente selecionado para a SFE favoreceu significativamente o conteúdo de 
antocianinas (21,83 mg EC3R/g resíduo seco). Diante disso, as tecnologias a alta 
pressão permitem obter resultados satisfatórios e sugerem um grande potencial para 
o aproveitamento do resíduo de juçara para a obtenção de extratos com alto valor 
agregado. 
 
Palavras-chave: extração com líquido pressurizado, fluido supercrítico, fenóis, 



















Nowadays, there is a large interest in finding new sources of natural pigments to 
make diet more functional and healthy by their consumption. Juçara (Euterpe edulis 
Mart.), a fruit from the Brazilian rainforest, has attracted the attention of researchers 
for its content of bioactive compounds with several health benefits Among these 
compounds there are the anthocyanins, which are antioxidant compounds 
responsible for the color of many plant species, and are known for their sequestering 
properties of free radicals that produce degenerative action on the human organism. 
The industrial processing of juçara generates residues with no commercial value, 
which have been treated as environmental contaminants. In this context, the aim of 
this work was to obtain extracts rich in phenolic compounds and anthocyanins from 
industrial residues of juçara (Euterpe edulis Mart), using different high pressure 
extraction processes, in order to evaluate their functional potential.  For this purpose, 
Pressurized Liquid Extraction (PLE) with different solvents (ethanol, acidified mixture 
(pH 2.0) of ethanol + water 50% v:v, water and acidified water pH 2.0) at different 
temperatures (40, 60 e 80 oC), fixing the pressure (10 MPa) and the solvent to feed 
mass ratio S/F = 24 kg solvent/kg residue). It was also performed a Soxhlet 
extraction and a sequential PLE procedure, to obtain fractionated extracts rich in 
target compounds. All extractions were evaluated in terms of Total Phenolic Content 
(TPC), Monomeric Anthocyanin Content (MAC) and Antioxidant Activity (AAt) by 
DPPH method according to the process variables (temperature and solvent type). 
Subsequently, it was selected the best solvent of PLE in terms of TPC, MAC and AAt 
to be evaluated as cosolvent for supercritical fluid extraction (SFE) (20 MPa, 60 °C, 
10% CO2 – 10% cosolvent), as well as in low pressure extractions (agitated bed and 
assisted by ultrasound). The results showed that the best solvent of PLE was the 
acidified mixture (pH 2.0) of ethanol + water 50% v:v. Anthocyanins present in all 
extracts were identified and quantified by ultra performance liquid chromatography 
(UPLC-Ultra Performance Liquid Chromatography) coupled to mass spectrometry 
(UPLC-QToF -MS). For all experiments a statistical comparison was performed 
through the Tukey test, by analysis of variance (ANOVA) at a significance level of 
5%. The results showed that the highest TPC (51.34 mg GAE/g dry residue) was 
obtained by the acidified mixture of ethanol + water 50% v:v at 80 °C and the highest 




increase of temperature had negative effect on the anthocyanin recovery, due to their 
instability, however TPC was improved when temperature increased. It was also 
observed that TPC showed a positive correlation with the antioxidant activity of the 
extracts. The UPLC-QToF-MS analysis showed that the major anthocyanins in the 
extracts were cyanidin-3-rutinoside (C3R) and cyanidin-3-glucoside (C3G), while the 
minor were peonidin-3-rutinoside (Peo3R) and peonidin-3-glucoside (Peo3Gl). The 
selected cosolvent for SFE improved significantly the anthocyanins content (21.83 
mg C3RE/g dry residue). Therefore, high pressure technologies achieve satisfactory 
results and suggest a great potential for the application of juçara residues to obtain 
extracts with high added value. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
O estudo dos corantes naturais representa uma extensa e ativa área de 
pesquisa, caracterizada pelo crescente interesse em conhecer seu potencial para 
incorporação em alimentos. Esses compostos representam uma alternativa aos 
corantes sintéticos que possuem algum grau de toxicidade. Além disso, seu 
consumo pode trazer benefícios à saúde humana (Oancea et al., 2012; Castañeda-
Ovando et al., 2009).  
Entre os corantes naturais, as antocianinas são uma importante classe de 
pigmentos encontrados principalmente em flores e frutos. As antocianinas pertencem 
ao grupo dos compostos fenólicos, e sua função especifica na natureza é de corante 
em uma faixa de cores que vai desde o azul (455 a 492 nm) até o vermelho (630 a 
740 nm). Além de serem pigmentos, estes compostos também apresentam uma 
característica importante para a saúde humana, que é a alta atividade antioxidante 
relacionada com a sua habilidade de inibição da ação dos radicais livres. Essa 
propriedade pode ser explorada para a prevenção de várias doenças 
(Chandrasekhar et al., 2012). 
O excesso de espécies reativas de oxigênio, produzidas durante a 
oxidação em diversos processos biológicos envolvidos na produção de energia de 
muitos organismos vivos, resulta em uma associação forte com a iniciação e 
evolução de algumas doenças como o câncer, aterosclerose e com o 
envelhecimento (Rufino et al., 2011). As antocianinas, como compostos 
biologicamente ativos, despertam grande interesse devido aos seus potenciais 
efeitos benéficos à saúde, através de sua capacidade de decomposição de 
peróxidos e inibição de danos no DNA de células (Galvano et al., 2004; Lila, 2004).  
A necessidade de tornar a dieta humana mais funcional, nutritiva e 
saudável tem levado muitos pesquisadores a procurar novas fontes de pigmentos 
provenientes da natureza, como a juçara (Euterpe edulis Mart.). A juçara é uma 
palmeira tropical amplamente distribuída na floresta atlântica do Brasil e pertence à 
família Arecaceae. É encontrada principalmente nos estados brasileiros do Rio 
Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná, São Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e 
Bahia (Leitman et al., 2014). A palmeira de juçara produz uma fruta não climatérica, 





epicarpo que evolui de verde para roxo escuro durante a maduração, devido ao seu 
alto teor de antocianinas (Lorenzi, 2002). De Brito et al. (2007) reportaram que a 
polpa de juçara contém 6% de proteínas, 49% de lipídios e 43% de carboidratos e é 
rica em antocianinas (290 mg/100 g de matéria seca). As principais antocianinas 
encontradas na juçara foram a cianidina-3-glicosídeo e cianidina-3-rutinosídeo. Da 
Silva et al. (2014) também observaram um alto teor de antocianinas na polpa de 
juçara (239,16 mg/100 g de matéria seca) em comparação com outras frutas 
brasileiras como a grumixama (2,90 mg/100 g de matéria seca), a jabuticaba (166 
mg/100 g de matéria seca) (Gurak et al., 2014), a uva (249 mg/100 g de matéria 
seca) e a pitanga (2,15 mg/100 g de matéria seca) (Bochi et al., 2014). 
A juçara é semelhante ao açaí em termos de propriedades sensoriais e 
nutricionais, bem como nas formas de consumo humano (na forma de polpa ou 
suco), nas quais o pericarpo é macerado e separado do epicarpo e das sementes 
pelo processo de peneiragem. O epicarpo e as sementes se convertem então em um 
resíduo do processamento de sucos e polpas.  
Grandes quantidades de subprodutos e resíduos gerados nas diferentes 
indústrias de processamento de frutas, incluindo a juçara, são tratadas 
tradicionalmente como contaminantes ambientais. Nos últimos anos, esses resíduos 
têm sido reconhecidos como fontes de compostos com propriedades biológicas e 
alto valor agregado (Ajila et al., 2010a; Vági et al., 2007). Além disso, com o 
crescente interesse em viabilizar economicamente a substituição de antioxidantes 
sintéticos pelos naturais, tem se investigado a obtenção de antioxidantes naturais a 
partir de fontes de baixo custo, como os resíduos das indústrias de alimentos, onde 
também se pretende lhes dar uma destinação ambientalmente correta. 
Resíduos de frutas podem se tornar importantes fontes de compostos 
bioativos para serem utilizados como agentes antioxidantes e nutracêuticos (Ajila et 
al., 2010b). Considerando que nas frutas que apresentam casca removível como a 
uva, a juçara e a jabuticaba, as antocianinas concentram-se nos vacúolos celulares 
das cascas (Cipriano, 2011), e que estas são removidas durante o processamento, é 





Tradicionalmente as antocianinas têm sido extraídas utilizando métodos a 
baixa pressão, também chamados convencionais (You et al., 2011; Hogan et al., 
2010; Srivastava & Vankar, 2010; Nicoué et al., 2007; Awika et al., 2004; Garcia-
Viguera et al., 1998). Não obstante, existe uma crescente demanda por processos 
de extração com consumo reduzido de solvente, alto rendimento e menor carga de 
poluição, e que preservem as propriedades funcionais dos extratos para sua 
aplicabilidade na indústria alimentícia, farmacêutica e/ou cosmética, onde se 
requerem extratos livres de solventes tóxicos.  
Entre as técnicas para a obtenção de extratos vegetais, a extração com 
líquidos pressurizados (PLE - Pressurized Liquid Extraction) vem se destacando 
como uma alternativa viável e de grande potencial. A PLE é conhecida como uma 
tecnologia eficiente para a obtenção de compostos nutracêuticos a partir de 
diferentes fontes vegetais e alimentares. A aplicação de uma combinação de 
pressão e temperatura resulta na extração eficiente dos compostos alvo da matéria-
prima (Mustafa & Turner, 2011), favorecendo o processo em comparação com os 
processos extrativos realizados a temperatura ambiente e pressão atmosférica. 
A PLE, também é chamada extração acelerada com solventes (ASE - 
Accelerated Solvent Extraction) ou extração com solvente no estado subcrítico 
(Wijngaard et al., 2012; Mustafa & Turner, 2011). A técnica envolve o uso de 
solventes a temperaturas elevadas, empregando pressões que podem variar de 4 a 
20 MPa, o que permite manter o solvente no estado líquido mesmo operando às 
temperaturas acima do ponto de ebulição desses (Ramos et al., 2002). A pressão 
utilizada também facilita o transporte do solvente para o interior dos poros da matriz 
e ajuda a melhorar a solubilidade do composto alvo (Mustafa & Turner, 2011). Uma 
característica importante da PLE é a utilização de menores quantidades de solvente 
que os métodos convencionais. No caso da extração de compostos fenólicos os 
solventes usados são principalmente etanol e água, que são considerados solventes 
GRAS (Generally Recognized As Safe). Os tempos de extração também são mais 
curtos em comparação aos processos de extração convencionais, em que 
geralmente são usados solventes orgânicos (metanol, clorofórmio, acetona) e são 






Geralmente, o processo PLE utiliza temperaturas elevadas, o que traz 
vantagens devido ao incremento na taxa de transferência de massa dos compostos 
da matéria-prima para o solvente. Isto se deve ao fato de que a temperatura 
aumenta a solubilidade dos solutos no solvente, incrementa a taxa de difusão e 
perturba as ligações soluto-matriz, além de terem a viscosidade do solvente e tensão 
superficial reduzidas (Wijngaard et al., 2012). 
Outra técnica que possui consideráveis vantagens em comparação com 
as técnicas convencionais é a extração com fluidos supercríticos (SFE – 
Supercritical Fluid Extraction). Essa técnica aproveita a capacidade de algumas 
substâncias atuarem como solventes seletivos em determinadas condições de 
temperatura e pressão (acima ou próximo da temperatura e pressão críticas). O 
dióxido de carbono (CO2) supercrítico extrai seletivamente os compostos solúveis de 
matérias primas vegetais. É um solvente reconhecido por sua habilidade para extrair 
seletivamente compostos orgânicos, além de ser atóxico, não explosivo, 
prontamente disponível, de fácil remoção do extrato, e não causar grandes 
modificações químicas em biocompostos, de modo que suas propriedades 
biológicas podem ser preservadas (Brunner, 1994). 
Devido às características do CO2 supercrítico, os processos de SFE 
podem ser realizados em temperaturas moderadas, o que é interessante para a 
extração de substâncias termossensíveis como as antocianinas. Além disso, o CO2 é 
altamente compressível, alcançando densidades próximas das de líquidos, tem alta 
difusividade, baixa viscosidade, e propriedades de tensão superficial que promovem 
melhor penetração e transporte do fluido supercrítico na matriz vegetal, comparado 
com os processos convencionais (Dunford et al., 2003). 
Em condições supercríticas o CO2 é um solvente não polar, que tem 
afinidade por compostos não polares ou com baixa polaridade. Portanto, a aplicação 
do CO2 para a extração de compostos polares como as antocianinas é limitada. 
Nesse caso, é necessária a adição de um cossolvente para fornecer um incremento 
de polaridade no CO2 supercrítico, e melhorar significativamente a sua capacidade 
extrativa (Sharif et al., 2014; Lee et al., 2010). O CO2 pode ser utilizado em 
combinação com pequenas quantidades de água e/ou um álcool para extrair 





SFE+cossolvente, podem ser utilizadas outras estratégias como a aplicação de 
ultrassom, para facilitar e acelerar o processo de extração. A aplicação de ultrassom 
provoca a agitação do meio, e se a potência for suficiente provoca a formação de 
bolhas no fluido. Essas bolhas podem implodir e provocar danos na estrutura da 
matriz da amostra. Além disto, a energia liberada no meio provoca o rompimento de 
interações iônicas entre os compostos presentes e a matriz da amostra, liberando o 
composto desejado da matriz e acelerando o processo de difusão dos compostos da 
matriz para o solvente (Rostagno et al., 2007; Gao & Liu et al., 2005). 
Nesse contexto, é importante destacar o grande potencial destas técnicas 
limpas e inovadoras para a extração de antocianinas com propriedades corantes e 
com potencial atividade biológica. O uso de resíduos do processamento de juçara 
maximiza o aproveitamento dos resíduos agroindustriais que são tradicionalmente 
tratados como contaminantes ambientais. Simultaneamente, são obtidos 
biocompostos de alta qualidade e pureza, interessantes para o consumidor atual. 
Esses compostos podem ser reaproveitados na elaboração de sucos, polpas e 
geleias a fim de melhorar as propriedades nutricionais dos produtos. A utilização 
como alternativa aos corantes sintéticos na indústria de alimentos e cosmética é 


















2.1 Objetivo Geral 
 
O principal objetivo deste trabalho foi a obtenção de extratos ricos em 
compostos fenólicos e antocianinas, a partir do resíduo proveniente do 
processamento agroindustrial de juçara (Euterpe edulis Mart), utilizando processos 
de extração a altas pressões. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 - Estudar o processo de extração com líquidos pressurizados (PLE) para a 
obtenção de extratos ricos em compostos fenólicos totais e antocianinas, utilizando 
quatro diferentes solventes (etanol, mistura acidificada pH 2,0 de etanol + água 50% 
v:v, água e água acidificada pH 2,0) e três temperaturas (40, 60 e 80 °C); 
- Avaliar o conteúdo de fenóis totais (FT), teor de antocianinas monoméricas 
(AM) e atividade antioxidante (AAt) dos extratos obtidos na PLE, em função das 
variáveis do processo (temperatura e tipo de solvente); 
- Definir a melhor condição de extração com líquidos pressurizados PLE, 
(melhor combinação de temperatura e tipo de solvente) em termos da composição 
dos extratos (FT, AM, AAt); 
- Avaliar a extração de fenólicos e antocianinas utilizando CO2 supercrítico 
mais cossolvente em comparação com os resultados obtidos na PLE; 
- Avaliar a influência do ultrassom e da extração em leito agitado no processo 
de extração de fenólicos e antocianinas a baixa pressão; 
- Identificar e quantificar as antocianinas majoritárias e minoritárias dos 








3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
3.1 Compostos fenólicos 
O metabolismo das plantas é dividido naturalmente em processos 
primários e secundários. Substâncias como carboidratos, lipídios, proteínas e ácidos 
nucleicos, que são essenciais para o desenvolvimento do organismo, têm sua 
origem no metabolismo primário. Por outro lado, as substâncias que se limitam a 
determinados grupos funcionais, originadas a partir de diferentes rotas metabólicas, 
são resultado do metabolismo secundário. Os compostos fenólicos são um dos 
grupos mais amplos de metabolitos secundários nas plantas (Morales-González, 
2013). Esses compostos são conhecidos pela grande variedade de funções nas 
plantas, sendo importantes no seu desenvolvimento e defesa. Além disso, incluem 
pigmentos e substâncias com funções reprodutivas e de proteção contra insetos, 
fungos, vírus e bactérias (Vermerris & Nicholson, 2008). 
O termo “compostos fenólicos” se refere às principais classes de 
metabolitos secundários das plantas. Estes compostos estão muito relacionados 
com a qualidade sensorial e nutricional dos alimentos derivados de fontes vegetais 
(Soares et al., 2002). São sintetizados pelas plantas tanto no desenvolvimento 
normal como em condições de estresse. Os compostos fenólicos se encontram em 
vegetais e frutas, e contribuem na sua qualidade sensorial, conferindo atributos de 
cor, sabor e aroma aos alimentos. Na saúde humana, os compostos fenólicos têm 
atraído o interesse de muitos pesquisadores devido aos potenciais benefícios 
relacionados com a redução do risco de doenças crônicas como câncer e doenças 
cardiovasculares. A importância dos compostos fenólicos para saúde humana se 
deve a seus múltiplos efeitos biológicos, tais como atividade antioxidante, 
antimutagênica, anticancerígena e ação anti-inflamatória (Vermerris & Nicholson, 
2008). 
Os compostos fenólicos possuem uma estrutura particular, com um ou 
mais grupos hidroxila unidos diretamente a um anel aromático. O fenol é a estrutura 
básica para todo o grupo e o anel aromático corresponde ao benzeno (Vermerris & 





Em nível biogenético, os compostos fenólicos são sintetizados a partir de 
duas diferentes rotas metabólicas: a rota do acido chiquímico, que participa na 
biossíntese da maioria dos fenóis vegetais e onde são formados os fenilpropanoides; 
e a rota do acido acético, na qual são sintetizados fenóis simples. A combinação 
dessas duas rotas conduz à formação dos flavonoides, o grupo mais abundante de 
compostos fenólicos. Na síntese dos flavonoides também são formados taninos 
condensados ou não hidrolisáveis derivados do acido gálico (Morales-González, 
2013). 
 






As principais classes de compostos fenólicos, de acordo com a natureza 
da sua estrutura de carbonos, são majoritariamente ácidos fenólicos, flavonoides, 
estilbenos e em menor proporção, lignanas (Figura 3.2). Por isso, os estudos na 
área de biodisponibilidade desses compostos se dividem em duas partes principais: 
ácidos fenólicos e flavonoides que são amplamente distribuídos na natureza 
(Karakaya, 2004). 
 
Figura 3.2. Diagrama esquemático de subdivisões dos compostos fenólicos (Hardman, 
2014). 
 
A maioria dos compostos fenólicos aparece na forma glicosilada (unida a 
açúcares) ou ésteres, e não como compostos livres que geralmente são tóxicos 
(Vermerris & Nicholson, 2008). Esses tipos de ligações favorecem a funcionalidade 
dos compostos. Por exemplo, o tipo de ligação entre açúcares e flavonoides 
(antocianinas especificamente) conduz à formação de propriedades de coloração 
nas fontes vegetais. 
3.1.1 Flavonoides 
Os flavonoides pertencem ao grupo de derivados fenólicos solúveis em 
água com significativas propriedades antioxidantes e que se encontram distribuídos 





(Heim et al., 2002; Van Acker et al., 1996). Naturalmente apresentam colorações 
desde roxa até amarela, podendo ser encontrados na forma livre (agliconas) de 
acordo com o estado de oxidação da unidade C3 na molécula. Normalmente a 
molécula também se apresenta na forma conjugada, aparecendo unida a um açúcar 
(glicosídeo). Esses compostos estão caracterizados por um esqueleto de 15 
carbonos que possui uma estrutura cíclica C6-C3-C6, contendo um núcleo básico 
flavilium (cátion 2-fenilbenzopirílio) composto de dois anéis aromáticos, unidos por 
uma unidade de três carbonos, que se encontra condensada por um oxigênio. O 
segundo anel aromático pode se encontrar na posição 2, 3 ou 4 da unidade de três 




Figura 3.3. Estrutura química básica dos flavonoides (Van Acker et al., 1996). 
Os flavonoides têm sido amplamente estudados devido aos seus efeitos 
cardioprotetores, sua capacidade de inibição da peroxidação lipídica e por atenuar 
outros processos relacionados com as espécies reativas de oxigênio (Heim et al., 
2002). Atividade anti-inflamatória, antiviral, efeitos na fragilidade capilar, inibição da 
agregação das plaquetas e atividade contra o câncer, são outras propriedades que 
já foram estudadas nesses compostos (Roleira et al., 2015; Benavente-García et al., 
2007; Marin et al., 2002). 
3.1.1.1 Antocianinas 
Antocianinas são pigmentos naturais responsáveis pela coloração 
presente em grande quantidade de vegetais, flores e frutas. São solúveis em água e 





compostos são responsáveis pelas cores vermelha, violeta e azul de flores, cascas, 
sementes, frutos (polpas) e folhas, onde se encontram em diferentes concentrações, 
em função de fatores ambientais e genéticos (Oancea et al., 2012). Como pigmentos 
naturais, esses compostos pertencem ao grupo dos flavonoides (Wu et al., 2011), 
onde também se encontram as flavonas, isoflavonas e flavonóis (Favaro, 2008). A 
Tabela 3.1 apresenta as principais antocianinas que são comumente encontradas 
nos alimentos. 
Tabela 3.1. Antocianinas frequentemente encontradas nos alimentos e suas fontes. 
Antocianinas Fonte 
Cianidina-3-glicosídeo 
Uva, vinho, cereja, jambolão, morango, 
amora, maçã, azeitona 
Cianidina-3,5-glicosídeo Uva, vinho, cereja, figo, marmelo 
Peonidina-3-glicosídeo Uva, vinho, cereja, jabuticaba 
Malvidina-3-glicosídeo Uva, vinho 
Malvidina-3,5-glicosídeo Uva, vinho, feijão, inhame 












Uva, vinho, feijão, milho, laranja 
Fonte: Malacrida & Motta, (2006). 
 
Na natureza, a estrutura das antocianinas se apresenta contendo duas ou 
três porções de uma aglicona chamada antocianidina, raramente encontrada na 
forma livre na natureza, um grupo de resíduos de carboidratos (açúcares) e um 
grupo de ácidos orgânicos ou alifáticos, tais como o ácido cumárico, caféico, ferúlico, 
p-hidroxibenzóico, acético, malônico, succínico, oxálico e málico (Favaro, 2008). As 
antocianinas apresentam uma grande diversidade estrutural, sendo que mais de 540 
antocianinas diferentes já foram identificadas na natureza, sendo seis as mais 
comuns: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina 








Figura 3.4. Estrutura química das antocianinas (Fonte: Malacrida & Motta, 2006). 
A estrutura da molécula de antocianidina se complementa com uma ou 
mais moléculas de açúcar unidas às diferentes posições hidroxiladas da estrutura 
básica, sendo as formas glicosiladas as mais comuns (Figura 3.4). A glicosilação 
ocorre principalmente na posição 3, e se houver um segundo açúcar, este com 
frequência se encontra na posição 5. Os açúcares mais comuns são 
monossacarídeos; glicose, galactose, ramnose e arabinose. Diglicosídeos e 
triglicosídeos são formados pela combinação desses quatro monossacarídeos, que 
também se encontram glicosilados diretamente na aglicona (Malacrida & Motta, 
2006; Markakis, 1982) 
As antocianinas são instáveis, susceptíveis a degradação. A estabilidade 
das antocianinas depende de muitos fatores, sendo o pH e a temperatura, os dois 
fatores determinantes na estabilidade desses compostos. O pH exerce uma 
influencia significativa na coloração e estabilidade das antocianinas; a mudança da 
cor desses compostos depende do pH do meio (Markakis, 1982). As antocianinas 
apresentam uma coloração vermelha intensa em pH abaixo de 3,0 e, quando o pH 





neutro, as antocianinas predominam nas formas não coloridas (Mazza & Brouillard, 
1987). 
As antocianinas são mais estáveis em soluções acidas que em soluções 
neutras ou alcalinas. De acordo ao pH em que se encontra a solução, as 
antocianinas são encontradas em suas diferentes formas químicas, como mostra a 
Figura 3.5. Em soluções aquosas, coexistem quatro formas químicas: o cátion 
flavilium, a base quinoidal, a pseudobase de carbinol e a chalcona. Em pH 1,0, o 
cátion flavilium AH+ é a espécie predominante com colorações que vão desde 
púrpura até vermelho. Em pHs de 2,0 a 4,0, as espécies azuis quinoidais são as 
predominantes e ocorre uma desprotonação do cátion flavilium. Em pHs entre 5,0 e 
6,0 ocorre uma reação de adição de água ou hidratação do cátion flavilium, onde 
são formadas duas espécies incolores: a pseudobase de carbinol e uma chalcona, 
que se encontram em equilíbrio. A chalcona é uma forma não colorida, mas quando 
se encontra na forma ionizada, apresenta uma coloração amarelada leve instável 
que desaparece com o tempo. Em pHs superiores a 7,0, as antocianinas sofrem 
degradação dependendo dos grupos substituintes (Castañeda-Ovando et al., 2009; 







Figura 3.5. Formas estruturais das antocianinas em solução aquosa                     
dependendo do pH no meio (Fonte: Francis, 1989). 
Outro fator determinante na estabilidade das antocianinas é a 
temperatura. Diversos estudos têm demonstrado que existe uma relação logarítmica 
entre a perda das antocianinas e o aumento da temperatura (Markakis, 1982), o que 
indica que as antocianinas podem ser rapidamente degradadas sob aquecimento em 
determinado processo ou no armazenamento de alimentos.  
Entre os processos recomendados para manter uma boa estabilidade de 
antocianinas encontram-se aqueles que usam tempos curtos e baixas temperaturas. 
Segundo Markakis (1982), as antocianinas de sucos de frutas vermelhas não 
apresentavam perdas significativas quando esses produtos eram submetidos a 
tratamentos térmicos a 100 °C durante 12 minutos. No entanto, Adams (1973) 
reportou que, para valores de pH entre 2,0 e 4,0 as antocianinas eram degradadas 





a forma chalcona, e consequentemente causando a perda da cor vermelha 
característica.  
As antocianinas são usadas na indústria alimentícia principalmente como 
corantes naturais, e além de seus atributos como corante têm se desenvolvido 
diversos estudos que demonstram as propriedades biológicas desses compostos. 
Foram observados efeitos antineoplásticos, vasoprotetores, anti-inflamatórios e 
neuroprotetores (Wang & Stoner, 2008; Kang et al., 2006; Prior et al., 2006), e 
adicionalmente se considera que sua alta capacidade antioxidante pode 
desempenhar um papel importante na prevenção de doenças cardiovasculares, 
câncer e diabetes, entre outras doenças (Castañeda-Ovando et al., 2009). 
Recentemente diversos estudos estão voltados para as aplicações das 
propriedades biológicas das antocianinas, como a criação de suplementos 
nutricionais, formulações de alimentos funcionais, medicamentos, e na indústria 
cosmética. Seus benefícios à saúde têm sido associados principalmente as suas 
propriedades antioxidantes que podem ser determinantes na sua atividade 
antimutagênica, e aos seus efeitos positivos contra a inflamação crônica, 
hipertensão cardiovascular, prevenção do câncer ou regulação da síndrome 
metabólica (Grigoras et al., 2012; Santos et al., 2010). Foi sugerido que a eficiência 
da proteção antidegenerativa depende da estrutura química da molécula, tal como o 
grau de glicosilação e o número de grupos hidroxila no segundo anel (De Rosso et 
al., 2008). Isto indica que a determinação da composição das antocianinas nos 
alimentos é uma questão importante. 
Neste contexto, a extração das antocianinas dos vacúolos das células 
vegetais torna-se uma tarefa estreitamente relacionada com a necessidade de 
preservação de sua bioatividade e estabilidade diante de diferentes condições. 
Diversos trabalhos têm estudado a estabilidade desses pigmentos, mostrando que 
eles são menos estáveis que os carotenoides. São facilmente oxidados sob certas 
condições de pH, temperatura, na presença de certas enzimas, do dióxido de 
enxofre, e de radiação UV, resultando na alteração e degradação da cor e na perda 





As antocianinas são moléculas polares e, por conseguinte, são mais 
solúveis em solventes com alta polaridade do que em solventes não polares. São 
comumente extraídas por solventes como etanol, metanol, acetona e água (Bicudo 
et al., 2014; Chandrasekhar et al., 2012; Grigoras et al., 2012). No entanto, a 
solubilidade de um soluto no solvente depende de vários fatores, mas principalmente 
das condições do meio. Os métodos convencionais de extração de antocianinas 
normalmente envolvem a utilização de solventes com pequenas quantidades de 
ácidos, como ácido clorídrico ou ácido fórmico (como mostra a Tabela 3.2), os quais 
proporcionam maiores rendimentos de extração. Os solventes acidificados mantêm o 
pH baixo, favorecendo a formação de formas coloridas de antocianinas e, 
simultaneamente, impedindo a degradação de antocianinas aciladas (Wu et al., 
2011; Delgado-Vargas & Paredes-López, 2003). 
Tabela 3.2. Sistemas de solventes envolvidos na extração convencional de antocianinas a 
partir de fontes biológicas. 
MÉTODO CARACTERISTICAS 
0,001% HCl em metanol 
É o solvente mais efetivo, mas o HCl é 
corrosivo e o metanol tem efeitos tóxicos 
na saúde humana 
0,001% HCl em etanol 80% tão efetivo como o metanol 
0,001% HCl em água 27% tão efetivo como o metanol 
Metanol acidificado com ácido cítrico É o mais efetivo dos ácidos orgânicos 
Água acidificada com ácido acético 
Em eficiência é seguido pelo ácido cítrico, 
tartárico e ácido clorídrico 
Água com 1000 ppm de SO2 
A extração é melhor à obtida com o 
sistema etanol: ácido acético: água 
Fonte: Delgado-Vargas & Paredes-López, (2003). 
 
3.2 Juçara (Euterpe edulis Mart.) 
 
A palmeira Euterpe edulis Mart., pertencente à família Arecaceae, é uma 
das espécies mais importantes da floresta atlântica brasileira (Vieira et al., 2013). 
Sua distribuição geográfica é ampla, sendo encontrada desde o sul até o nordeste 
do país (Figura 3.6) (Leitman et al., 2014). Essa palmeira produz um palmito 
comestível e uma fruta esférica não climatérica chamada juçara (Figura 3.7), coberta 





90% do diâmetro do fruto (1 - 2 cm) e até 90% de seu peso (0,7 – 1,9 g), e é similar 
em aparência às frutas do açaí (E. oleracea e E. precatória) (Borges et al., 2013; 




















As frutas de juçara são consideradas uma rica fonte de energia e contêm 
cerca de 6% de proteína, 29,2% de lipídeos e 28,3% de carboidratos (base seca). 
São ricas em compostos fenólicos (majoritariamente antocianinas), principalmente 
na polpa que contém cianidina-3-glicosídeo e cianidina-3-rutinosídeo (De Castro et 
al., 2014; Da Silva et al., 2014, Inácio et al., 2013), antocianinas presentes também 
na polpa do açaí (De Brito et al., 2007; Schauss et al., 2006; Lichtenthäler et al., 
2005). Também há relatos de cianidina-3-sambubiosídeo, pelargonidina-3-
glicosídeo, cianidina-3-rhamnosídeo e pelargonidina-3-rutinosídeo como as 
antocianinas minoritárias na polpa (De Brito et al., 2007).  
 
 
Figura 3.6 Distribuição geográfica 
da palmeira juçara (Euterpe edulis 
Mart.) (Leitman et al., 2014). 
Figura 3.7. Frutos de juçara 








Figura 3.8. Morfologia do fruto de Euterpe precatoria.  
a. Fruto completo. b. Corte longitudinal com mesocarpo (polpa) delgada e endosperma 
branco. c. Fibras longitudinais da polpa. d. Semente envolta pelo endocarpo marrom escuro 
(Fonte: Velarde & Moraes, 2008). 
 
Tanto o açaí como a juçara são frutas ricas em energia, minerais, 
vitaminas, e apresentam um alto conteúdo de compostos funcionais e de potencial 
antioxidante (Rufino et al., 2010). O açaí e a juçara exibem uma coloração 
característica roxa-preta em extratos alcoólicos, devido ao alto teor de antocianinas 
(111 e 192 mg/100 g), de flavonoides (91,3 e 375 mg/100 g) e clorofila (20,8 e 21,5 
mg/100 g) respectivamente. Observa-se uma maior concentração de antocianinas na 
juçara em comparação com o açaí. Também há estudos que indicam uma maior 
quantidade desses pigmentos na juçara em comparação com outras frutas da 
floresta atlântica brasileira, como a uvaia, a grumixama e o araçá (Da Silva et al., 
2014). 
Outra característica importante da juçara está relacionada aos potenciais 
benefícios à saúde que comumente são associados às suas propriedades 
antioxidantes (Borges et al., 2013; Inácio et al., 2013; Rufino et al., 2010), e ao seu 
conteúdo de polifenóis (Lichtenthäler et al., 2005).  
3.3 Potencial dos resíduos agroindústrias na obtenção de biocompostos  
 
Na atualidade, um dos fatores com grande impacto social, ambiental e 
econômico corresponde ao desperdício ou geração de resíduos. Em 2011, A FAO 
publicou pela primeira vez um relatório em que se estimava que a cada ano um terço 





demonstrava ser ainda mais improvável a possibilidade real de assegurar a 
alimentação para as mais de 870 milhões de pessoas reportadas com desnutrição 
crônica no mundo, tendo em conta, claramente, as consequências diretas sobre o 
meio ambiente e a agricultura (FAO, 2011). Segundo a Associação de Fabricantes 
de Produtos Comestíveis, nos Estados Unidos foram geradas quase 61 milhões de 
toneladas de resíduos alimentares em 2012 (GMA, 2012). Na Europa gerou-se uma 
quantidade estimada de 90 milhões de toneladas de resíduos onde, segundo WRAP, 
(2013), o Reino Unido, possui a mais alta taxa de geração, atingindo mais de 14 
milhões de toneladas de resíduos.  
No Brasil, diversas frutas tropicais comestíveis são aproveitadas e 
processadas naturalmente na produção de sucos concentrados, geleias, polpas 
congeladas e extratos. Nestes processos, as sementes, cascas e outras partes da 
fruta são rotineiramente descartadas sem que lhes seja dada uma disposição 
ambientalmente adequada. Por isso, cresce o interesse em estudar como utilizar os 
resíduos do processamento de frutas, com o propósito de explorar integralmente o 
seu conteúdo de nutrientes e as propriedades dos seus resíduos. Desta forma, 
pode-se atender às necessidades atuais da indústria alimentícia na obtenção de 
produtos com potencial antioxidante, de origem natural e com propriedades 
nutracêuticas. Adicionalmente, o uso eficiente de resíduos da agroindústria é 
economicamente atrativo, já que fornece às indústrias matérias-primas com alto 
conteúdo de compostos químicos com propriedades biológicas e tecnológicas, que 
estão amplamente disponíveis, e de baixo custo. Além disso, os produtos obtidos 
destes resíduos poderiam ser usados como suplementos nutricionais de baixo custo, 
adicionados aos produtos iniciais, o que poderia mudar consideravelmente a 
qualidade de vida de populações com baixos recursos econômicos.  
Na indústria de alimentos, o uso de antioxidantes cumpre um papel 
importante no prolongamento da vida útil dos alimentos, impedindo sua degradação 
oxidativa. Os antioxidantes sintéticos como butil hidroquinona (TBHq) e 
hidroxitolueno butilado (BHT) têm sido amplamente usados como aditivos para 
preservar e estabilizar o frescor, valor nutritivo, sabor e cor dos alimentos. No 
entanto, estudos indicam que alguns antioxidantes sintéticos podem ser 





Shui & Leong, (2006), a FDA (Food and Drug Administration) tem limitado seu uso a 
0,02% do conteúdo de lipídios do alimento. Por esse motivo, a opção de usar 
antioxidantes naturais a partir de resíduos da agroindústria que sejam mais seguros 
tem se tornado cada vez mais atraente, não apenas por aumentar a estabilidade do 
alimento pela prevenção da peroxidação lipídica, mas também pela proteção do 
dano oxidativo das estruturas biomoleculares e supramoleculares dos humanos 
(membranas e ribossomos) (De Oliveira et al., 2009a; De Oliveira et al., 2009b). 
A recuperação de compostos bioativos com potencial antioxidante através 
de processos de extração tem sido largamente estudada nos últimos anos, na busca 
de desenvolver técnicas de obtenção desses compostos que sejam amigáveis com o 
ambiente e que permitam a preservação e estabilidade dos compostos no extrato. 
A extração sólido-líquido é um tipo de separação por transferência de 
massa onde se tem duas fases (sólida e liquida) e se pretende transferir um ou 
vários componentes de uma fase à outra. A separação dos componentes se faz 
mediante o contato da mistura sólida original com a fase líquida, para que esta 
possa facilmente dissolvê-los. Esse tipo de operação unitária aproveita as 
características da fase líquida (solvente) para a separação de compostos de 
interesse contidos na fase sólida de uma mistura. 
O processo de extração ocorre nas seguintes etapas (Rostagno & 
Prado, 2013): 
1. O solvente se transfere desde a fase fluida à superfície sólida e a impregna; 
2. O solvente penetra na matriz sólida por difusão molecular; 
3. Os materiais solúveis são solubilizados por dessorção da matriz e solvatação 
no solvente de extração; é aqui onde naturalmente ocorre uma ruptura das 
ligações químicas necessárias para a dessorção dos analitos da matriz solida; 
4. A solução que contem os solutos retorna à superfície solida por difusão 
molecular; 
5. A solução é transferida desde a superfície solida ao volume do fluido por 
convecção natural ou forçada. 
Um aspecto importante no processo de extração é a posição e estado do 





é observado na Figura 3.9, o soluto pode se encontrar absorvido à superfície da 
matriz (1); diluído em um poro do solvente e/ou absorvido na superfície (2); 
diluído/absorvido em um micro/nano poro da matriz (3); ligado quimicamente à 
matriz (4); diluído em uma solução (solvente) (Mustafa & Turner, 2011). 
 
Figura 3.9. Posicionamento do soluto na matriz da amostra (Fonte: Rostagno & Prado, 
2013). 
A extração com fluidos supercríticos (SFE), com líquidos pressurizados 
(PLE) e a extração assistida com ultrassom (UAE) são processos tecnologicamente 
atraentes por utilizarem solventes verdes (GRAS – Generally Recognised as Safe) 
(Vardanega et al., 2015; Viganó et al., 2015), serem eficientes e preservarem as 
propriedades do extratos. Na Tabela 3.3 são apresentados alguns trabalhos 










Tabela 3.3. Diferentes tecnologias de extração de compostos bioativos a partir de resíduos. 
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Atualmente, no processamento de suco de juçara a polpa da fruta é 
separada das sementes através do despolpamento mecânico e, devido à adição de 
água, esse processo tem como resultado um líquido com cor roxa escura intensa. 
Posteriormente esse líquido é filtrado, deixando grandes quantidades de 





produção da empresa Sitio do Bello (Paraibuna-SP), em 2015 foram processados 
cerca de 300 kg de frutos de juçara, dos quais cerca de 50% foram transformados 
em polpa e o restante correspondeu a resíduos. Isto permite evidenciar a grande 
quantidade de resíduos agroindustriais que podem ser gerados e que apresentam 
grande potencial para serem usados como fonte de biocompostos. Porém, para 
explorar todo esse potencial é preciso estudar técnicas e condições de extração 
desses resíduos a fim de maximizar o rendimento para que posteriormente os 
extratos obtidos possam ser empregados nas diversas aplicações alimentares, 
nutracêuticas e farmacêuticas anteriormente expostas. 
 
Figura 3.10. Etapas do processamento de suco e polpa de juçara e obtenção do resíduo 
(Fonte: Adaptado de Bezerra, 2007). 
3.4 Extração de compostos fenólicos a partir de juçara 
Para a escolha do método de extração de determinado composto de uma 
matriz biológica devem ser considerados diversos parâmetros que dependem 





a partir da polpa de juçara diferentes técnicas de extração convencionais vêm sendo 
utilizadas. Esses processos são realizados a baixa pressão (pressão atmosférica) e 
temperaturas que vão desde a ambiente até temperaturas moderadas (no máximo 
50 °C), e envolvem o uso de misturas de solventes orgânicos (etanol, metanol, 
acetona) e água, além de longos tempos de extração (horas-dias). Na Tabela 3.4 são 
apresentados alguns estudos realizados utilizando técnicas de extração 
convencionais a partir da polpa de juçara. 
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EC3G, equivalentes de cianidina-3-glicosídeo; 
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MS, Materia seca; 
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EAG, equivalentes de ácido gálico;
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Na Tabela 3.4, se observa que a agitação da mistura soluto-solvente é o 
sistema de extração convencional mais utilizado para obter compostos da polpa de 
juçara. Esse método consiste em uma agitação magnética, quase sempre na 
ausência de luz, em que se favorece a transferência de massa soluto-solvente 
evitando a sedimentação e aglomeração de partículas sólidas. Também é importante 
ressaltar que não existe informação sobre extrações convencionais realizadas a 
partir do resíduo industrial de juçara, que possa servir como base de comparação 
com as propriedades da casca em relação à polpa. 
 
3.4.1 Extração com líquidos pressurizados (PLE - Pressurized Liquid 
Extraction) 
A PLE é uma técnica que combina temperatura e pressão elevadas 
aplicadas a solventes líquidos para obter extrações rápidas e eficientes dos 
compostos alvos de uma matriz sólida. O uso de altas temperaturas está relacionado 
diretamente com a redução da viscosidade do solvente, o que conduz à melhora da 
sua capacidade de solubilizar os compostos de interesse, aumentando os 
rendimentos de extração em comparação com as técnicas desenvolvidas a pressão 
atmosférica e temperatura ambiente (Garcia-Mendoza et al., 2015; Mustafa & 
Turner, 2011). A temperatura também favorece a ruptura das ligações soluto-matriz, 
melhorando a penetração do solvente na matriz sólida (Cardenas-Toro et al., 2015) e 
a difusão do soluto até a superfície da matriz. Tanto a pressão como a temperatura 
não chegam a atingir o ponto critico neste processo (Hu et al., 2011). 
A empresa “Dionex Corporation” apresentou pela primeira vez em 1995, 
na Conferencia Pittcon, a PLE, que tem ganhado diferentes nomes, tais como 
extração acelerada com solventes (ASE), extração com fluido pressurizado (PFE), 
extração com solvente pressurizado e aquecido (HPSE), extração com solvente a 
alta pressão e alta temperatura (HPHTSE) e extração com solvente subcrítico (SSE). 
Quando o solvente utilizado na PLE é unicamente água, o processo é identificado 
especificamente como extração de água subcrítica (SWE) (Mustafa & Turner, 2011; 
Carabias-Martínez et al., 2005). 
Quando o primeiro equipamento comercial de PLE foi introduzido, a 





matrizes do solo, lodos, sedimentos e cinzas. Porém, a PLE começou ser 
reconhecida pelas amplas vantagens que oferece, como a redução do tempo e 
volume do solvente, e se tornou uma das técnicas de extração mais requeridas nas 
diferentes áreas farmacêutica, alimentícia e na biologia (Golmakani et al., 2014; 
Carabias-Martínez et al., 2005). 
Extrações mais eficientes, menor tempo de processo em comparação 
com os métodos convencionais, o uso de solventes GRAS como água e etanol às 
temperaturas próximas ao ponto de ebulição, e a automação no processo são 
algumas vantagens que esse tipo de extração oferece (Machado et al., 2014). A PLE 
tem uma vantagem significativa sobre as técnicas convencionais de extração, em 
particular no processo de filtração, pois na PLE não é requerido esse passo, uma 
vez que os componentes da matriz que não são diluídos no solvente ficam retidos na 
célula de extração. Essas características são apropriadas para fins de automação e 
eficientes nas técnicas de separação. As amostras utilizadas nesse tipo de extração 
podem se encontrar úmidas ou secas, mas o uso direto das amostras úmidas sem 
nenhum tipo de pré-tratamento pode ser vantajoso, já que permite a eliminação do 
processo de secagem ou liofilização. 
Em processos de extração a constante dielétrica (ε) como medida da 
polaridade do solvente é um parâmetro determinante nas interações soluto-solvente. 
Quando se utilizam temperaturas elevadas, as propriedades físico-químicas dos 
solventes sofrem mudanças significativas, especialmente na sua constante 
dielétrica, melhorando a sua capacidade como solvente de extração (Carabias-
Martínez et al., 2005). Ilustrativamente, a água em temperaturas superiores a 150 °C 
apresenta uma constante dielétrica similar à do metanol, sendo capaz de solubilizar 
compostos com polaridade moderada.  
A PLE pode ser realizada em modo estático o dinâmico, ou em uma 
combinação de ambos. No modo estático a amostra e o solvente são mantidos 
durante um tempo determinado sob os efeitos da pressão e da temperatura 
enquanto no modo dinâmico o solvente escoa continuamente através da amostra. A 







Figura 3.11. Fatores que afetam a extração com liquidos pressurizados (PLE). 
Como todo processo de extração, a PLE também possui diversos fatores 
que podem afetar diretamente o rendimento de extração de um composto alvo de 
uma matriz. A interação entre esses parâmetros pode ser determinante tanto na 
solubilidade dos compostos no solvente, como nas propriedades de transferência de 
massa desses compostos e sua habilidade para serem extraídos. Como observado 
na Figura 3.11, existem diversos fatores que afetam a PLE, porém neste trabalho 
foram considerados apenas temperatura, pressão e tipo de solvente. 
3.4.1.1 Efeito da temperatura na PLE 
A temperatura é um dos fatores determinantes na eficácia e seletividade 
na PLE. Sua função principal na extração esta relacionada com a perturbação das 
interações soluto-matriz das amostras, que naturalmente são causadas pelas forças 
de Van der Waals, ligações de hidrogênio e interações do tipo dipolo. De uma forma 
geral, o aumento da temperatura também aumenta a solubilidade dos compostos 
presentes no solvente utilizado.  Adicionalmente, o aumento da temperatura diminui 
a tensão superficial do solvente, o que permite a existência de cavidades nas quais 
os solutos são diluídos mais rapidamente (Mustafa & Turner, 2011). A viscosidade 
do solvente é outra propriedade que é afetada positivamente pela temperatura, já 












































aumentando a velocidade de difusão do solvente e a transferência de massa das 
moléculas no solvente.  
No entanto, o uso de temperaturas altas, além de oferecer extrações 
menos seletivas, devido ao alto conteúdo de solutos extraíveis no processo, também 
pode gerar instabilidade e degradação nos compostos termossensíveis (Fernandez-
Gonzalez et al., 2008). 
3.4.1.2 Efeito da pressão na PLE 
 
O uso de alta pressão tem uma função importante no processo PLE, já 
que permite que o solvente em temperatura acima do seu ponto de ebulição 
permaneça no estado líquido para escoar através da matriz sólida.  
Além de reduzir a tensão superficial do solvente, a alta pressão força o 
solvente a atravessar os poros da matriz em contato com o soluto e assim facilitar a 
sua extração. Por isso, a transferência de massa é favorecida com o uso de altas 
pressões. Porém, outros estudos têm relatado que efeito do aumento da pressão (1-
35 MPa) nas extrações com líquidos pressurizados podem ser insignificantes sem a 
combinação de outros fatores como a temperatura (Garcia-Mendoza et al., 2015; 
Osorio-Tobon et al., 2014). 
3.4.1.3 Efeito do tipo de solvente na PLE 
A escolha do tipo do solvente a ser usado em uma extração PLE depende 
da natureza, das características da amostra e da difusividade e solubilidade dos 
compostos de interesse nela presentes. Sabe-se que no uso de solventes polares 
como água e etanol, ou misturas desses solventes neste processo, a afinidade do 
solvente será pelos compostos polares presentes na matéria-prima, melhorando o 
seu rendimento de extração no processo (Garcia-Mendoza et al., 2015; Martinez-
Correa et al., 2011). 
Uma extração ideal é aquela em que podem ser obtidos extratos com alta 
pureza e alta seletividade, garantindo que os compostos de interesse possuam alta 
solubilidade no solvente de extração, enquanto outros compostos também presentes 
na matéria-prima não vão ser solubilizados no solvente. No entanto, quando os 





transferência de massa é afetada. Por tal motivo, é importante garantir que a escolha 
do solvente melhore a liberação e solubilização dos compostos desejados, ainda 
que estes estejam em menores concentrações.  
3.4.2 Extração com fluidos supercríticos (SFE – Supercritical Fluid Extraction) 
O estado físico de um solvente pode variar dependendo das condições do 
meio (pressão e temperatura). Nesse contexto, um solvente pode se encontrar na 
fase líquida, gasosa ou supercrítica. Para alcançar essa última condição, os valores 
de temperatura e pressão devem estar acima do ponto crítico da substância, onde 
ela adquire propriedades híbridas entre um líquido e um gás, sendo denominado 
líquido expandido ou gás comprimido (Meireles, 2008). Na Tabela 3.5 é apresentada 
a comparação de algumas propriedades físicas dos fluidos supercríticos com as 
propriedades de gases e líquidos. A densidade de um fluido supercrítico pode 
chegar a valores similares à dos líquidos (dependendo da pressão e temperatura do 
processo), o que lhe confere um grande poder solvente e uma alta capacidade para 
dissolver solutos compatíveis. Por outro lado, a viscosidade é mais próxima à dos 
gases e a difusividade é superior à dos líquidos; propriedades que favorecem a 
penetração em matrizes sólidas e que permitem o esgotamento rápido e 
praticamente total dos compostos extraíveis (Esquivel & Vargas, 2007; Brunner, 
1994). Os fluidos supercríticos são compressíveis e pequenas modificações na 
pressão podem acarretar importantes mudanças na densidade e no potencial 
solvente. Essas características podem ser exploradas para melhorar as 
propriedades físicas e de transferência de massa. 
 
Tabela 3.5. Comparação de propriedades entre gases, fluidos supercríticos e líquidos. 
PROPRIEDADE GAS FSC LIQUIDO 
Densidade (kg/m3) 0,5-2 200 – 500 500 – 1500 
Difusividade (m2/s) 10-5 10-7 10-9 
Viscosidade (mmPa.s) 0,01-0,3 0.01 – 0,03 0,2 – 3 
Fonte: Sotelo & Ovejero, 2003. 
Cada substância possui um ponto crítico característico, com valores 
determinados de pressão e temperatura críticas acima dos quais ele se comporta 





características dependem da natureza do fluido. É importante salientar que os fluidos 
de maior interesse são aqueles que não requerem pressões nem temperaturas 
críticas muito altas, o que representa menores custos de operação. 
 









Eteno 10,1 5,11 200 11,86 
Água 101,1 22,05 322 27,61 
Metanol -34,4 8,09 272 18,20 
Dióxido de Carbono 31,2 7,38 470 15,34 
Etano 32,4 4,88 200 11,86 
Oxido nitroso 36,7 7,26 460 14,72 
Hexafluoreto de 
enxofre 
45,8 3,82 730 11,25 
n-buteno -139,9 3,65 221 10,64 
Fonte: Rostagno & Prado, 2013. 
Entre os solventes expostos na Tabela 3.6, o dióxido de carbono (CO2) é 
o mais usado em SFE, sendo extensamente estudado devido a suas aplicações 
potenciais em muitos campos, incluindo o processamento de alimentos. Este 
solvente é considerado altamente seletivo na separação de compostos, com a 
vantagem de não deixar resíduos tóxicos nos extratos, além de reduzir o risco de 
degradação térmica dos produtos processados (Mohamed & Mansoori, 2002). O 
CO2 possui uma temperatura critica baixa que permite condições operacionais 
próximas à temperatura ambiente, não é tóxico, não é inflamável, tem baixo custo, 
está disponível no estado puro, além de permitir a obtenção de extratos livres de 
solvente devido a sua volatilidade em condições de pressão e temperatura ambiente 
(Espinosa-Pardo et al., 2014; Lee et al., 2010). O CO2 supercrítico é um bom 
solvente para compostos hidrofóbicos ou ligeiramente hidrofílicos, o que o 
caracteriza como um solvente apolar, sendo altamente seletivo para compostos com 
essas características (Meireles, 2008). 
  Portanto, o CO2 é o solvente selecionado para a extração SFE dos 
compostos bioativos de interesse no presente trabalho. A sua utilização também se 
baseia nos riscos para a saúde humana e para o meio ambiente decorrentes do uso 






É igualmente importante destacar que o CO2 supercrítico já tem sido 
envolvido em diversas aplicações agroalimentares como o fracionamento e extração 
de produtos naturais, processos de purificação, eliminação de compostos não 
desejados de diversas matrizes, geração e desenho de partículas em processos de 
cristalização, micronização e microencapsulação, inativação enzimática, como meio 
de reação em processos enzimáticos, extração de antioxidantes naturais a partir de 
matrizes vegetais, e na extração de alcaloides, aromas e pigmentos (Esquivel & 
Vargas, 2007). 
Existem diversos estudos sobre a extração de antocianinas e outros 
compostos a partir de produtos naturais. No entanto, não há pesquisas sobre a 
obtenção dessas antocianinas a partir dos resíduos do processamento da polpa de 
juçara utilizando SFE, o que justifica um dos objetivos deste trabalho.  
Diversas variáveis interagem entre si afetando o processo de SFE, de 
modo que a otimização das condições de processo é uma tarefa difícil. As principais 
variáveis são pressão, temperatura, vazão de solvente, natureza e a concentração 
do cossolvente, entre outras. Esses parâmetros podem ser manipulados com dupla 
finalidade: aumentar a eficiência, especificamente quanto ao rendimento global do 
processo, e/ou melhorar a seletividade de extração em relação ao composto de 
interesse (Sharif et al., 2014; Meireles, 2008; Luque De Castro, 1993). Por exemplo, 
a pressão e a temperatura estão diretamente relacionadas com a densidade do 
solvente supercrítico, que por sua vez afeta seu poder de solvatação. Ao mesmo 
tempo, e à medida que a densidade aumenta, a seletividade do solvente pode 
diminuir, o que levaria a uma redução na concentração dos compostos alvo no 
extrato, apesar de aumentar o rendimento do extrato obtido no processo. Ou seja, 
obtém-se maior quantidade de extrato, porém, esse extrato terá menor concentração 
de compostos de interesse.  
3.4.2.1. Influencia da pressão na SFE 
 
A propriedade mais diretamente afetada pelas variações da pressão é a 
densidade, a qual oferece uma percepção de quão perto pode estar o CO2 
supercrítico de atingir o poder solvente característico dos líquidos. Essa capacidade, 





aumenta com a pressão (a temperatura constante), portanto o conteúdo restante de 
soluto que fica na matriz diminui com o aumento da pressão depois de certo 
momento no período de extração, devido à capacidade dos compostos se 
solubilizarem melhor no solvente supercrítico nessas condições (Brunner, 1994). 
Isso faz com que a pressão seja uma das variáveis mais comumente modificadas 
durante a otimização de um processo de SFE. 
Os intervalos mais comuns no uso de altas pressões dependem do tipo de 
soluto de interesse de uma matriz vegetal e de suas características, principalmente 
sua polaridade e volatilidade. Por exemplo, para a extração de fenóis e terpenos, a 
faixa recomendada é de 15 a 40 MPa, enquanto para a extração de óleos essenciais 
se utilizam pressões na faixa de 8 a 15 MPa (Meireles, 2008). 
3.4.2.2 Influencia da temperatura na SFE 
Um dos fatores mais importantes relacionados à temperatura é a sua 
influência sobre o poder de solvatação do fluido. Quando as temperaturas de 
processo são elevadas, a taxa de extração tende a ser superior devido ao aumento 
da pressão de vapor do soluto, pelo que a velocidade de transferência de massa do 
soluto da matriz para o solvente também se vê beneficiada. Porém, o aumento da 
temperatura ocasiona também a diminuição da densidade do fluido, o que diminui o 
poder de solvatação do solvente para extrair os compostos. Esta contradição leva à 
necessidade de encontrar o valor de temperatura (e pressão), onde os dos efeitos 
contrários encontrem um equilíbrio para obter o rendimento máximo de extração. É 
importante salientar que estabelecer o ponto onde a relação inversa seja 
maximizada no processo de extração depende de cada caso particular. Entretanto, o 
aumento progressivo na pressão pode minimizar ou até anular o efeito negativo da 
temperatura sobre a densidade do fluido.  
É importante destacar que a temperatura crítica do CO2 é relativamente 
baixa (31,2 °C). Portanto, as temperaturas de SFE podem ser também 
moderadamente baixas em comparação com outro tipo de fluido, o que representa 
uma grande vantagem quando se pretende extrair compostos termossensíveis como 
as antocianinas, cuja instabilidade e posterior inatividade resultam da aplicação de 





desses compostos termossensíveis, se utiliza uma faixa de temperaturas 
compreendidas entre 40 e 60 °C (Meireles, 2008). 
Nessa perspectiva, a solubilidade de um soluto no solvente supercrítico 
depende da escolha das variáveis operacionais mais apropriadas (pressão e 
temperatura, principalmente), as quais serão diretamente responsáveis pela 
composição do extrato final, e sua funcionalidade.  
3.4.2.3 Efeito modificador do cossolvente na SFE 
O efeito de um cossolvente consiste no aumento da solubilidade de um 
composto presente em uma matriz, quando uma quantidade relativamente pequena 
(5 - 10%) de um solvente líquido é adicionada ao solvente primário, que neste caso 
é o CO2 supercrítico (Luque De Castro, 1993). Esta adição é favorável para 
extrações de compostos polares como antocianinas, onde se obtêm efeitos positivos 
no processo ao melhorar a solubilidade desses compostos polares desejados, no 
solvente supercrítico pelo incremento da sua polaridade. Isto leva ao aumento do 
rendimento de extração e da eficiência do processo. Adicionalmente, a solubilidade 
pode ser aumentada quando são formadas ligações de hidrogênio e outros 
complexos entre o cossolvente e as moléculas do soluto, como complexos do tipo 
dipolo induzido e outras interações físicas (Tsai et al., 2007). 
Dependendo do tipo de matriz biológica e da correspondente afinidade 
dos solutos desejáveis presentes nessa matriz pelo solvente, o cossolvente pode 
influenciar a extração em três aspectos diferentes: 1) No aumento da solubilidade do 
soluto de interesse no solvente supercrítico como consequência das interações 
soluto-cossolvente; 2) Facilitando a dessorção dos solutos devido à habilidade das 
moléculas dos cossolventes polares de interagir com a matriz da matéria-prima, e 3) 
Competindo de forma eficaz com o soluto pelos sítios ativos da matriz e alterando o 
processo de difusão soluto-matriz, favorecendo a penetração do solvente 
supercrítico quando o cossolvente incha a matriz. Geralmente, a adição de um 
cossolvente aumenta a densidade do solvente supercrítico, tendo um efeito 
significativo na solubilidade, que aumenta exponencialmente com o aumento da 





Além da dependência de temperatura e pressão, a escolha do 
cossolvente está relacionada com o propósito final dos extratos obtidos em termos 
de composição e teor de compostos de interesse no extrato. Entre os cossolventes 
usados, água e etanol são mais atraentes em relação a outros solventes devido a 
sua natureza e segurança nos extratos finais que posteriormente possam ser usados 
na indústria alimentícia ou farmacêutica (De Melo et al., 2014; Asep et al., 2013; Shi 
et al., 2009). Esses solventes também foram usados no trabalho de Pasquel-
Reátegui et al. (2014) para a extração de antocianinas do resíduo de amora-preta.  
A Tabela 3.7 apresenta um resumo de alguns trabalhos sobre a extração 
de diferentes compostos bioativos a partir de diversas fontes vegetais utilizando o 




















Tabela 3.7. Aplicações do CO2 supercrítico + cossolvente, para a extração de compostos 
relevantes a partir de produtos naturais. 





















Antocianinas Etanol 25 50 
28,8 
0,1* 









Antocianinas Etanol 15 – 30 40 0,02 – 1.2 




Glicosídeos Metanol - 40 - 60 - 




Fenóis Etanol 8 – 35 50 - 98 2,8 – 28,9 





Polifenóis Etanol 20 – 50 45 0,01 – 0,03 





Antocianinas Etanol/Água 21 40 
24,2 
15* 




Antocianinas Etanol/Água 15 - 25 40 
2,7 – 16 
1,07* 





















Polifenóis Etanol 20-35 40 5.5 
Farías-
Campomanes 
et al., 2013 
*Rendimento dado para extração de antocianinas. Fonte: Adaptada de De Melo et al. (2014).       
3.4.3 Extração assistida com ultrassom 
A extração assistida por ultrassom (UAE – Ultrasound Assisted Extraction) 
é uma alternativa simples e eficiente em comparação com as técnicas convencionais 
de extração. Os principais benefícios da UAE para os processos são incrementar o 
rendimento na extração sólido-líquido, reduzir o tempo do processo e a quantidade 





de alimentos, extração e análise, onde este método tem sido amplamente 
investigado na busca de transformar ou melhorar um produto final ou processo. 
O ultrassom é uma onda mecânica que requer um meio elástico para se 
espalhar e se diferencia com os sons audíveis, pelas ondas de frequência que vão 
desde 20 kHz até 10 MHz (Rostagno & Prado, 2013; Luque De Castro & Priego-
Capote, 2007). A técnica de ultrassom se baseia na formação de ondas 
ultrassônicas longitudinais capazes de provocar um fenômeno de cavitação devido à 
aparição de regiões de expansão e compressão, induzidas sobre as moléculas, 
onde as bolhas de gás formadas possuem uma maior área superficial. Isto melhora 
consideravelmente a difusão do solvente (Pasquel-Reátegui et al., 2014; Luque De 
Castro & Priego-Capote, 2007).  A compressão gera o colapso da bolha, onde uma 
onda de choque resultante atravessa o solvente, exercendo um efeito mecânico que 
facilita sua penetração. Adicionalmente, as paredes das células da matriz são 
destruídas, liberando grandes quantidades de conteúdo intracelular para o meio, o 
que aumenta a transferência de compostos (Rostagno et al., 2003).  
Quando ocorre o colapso das bolhas sobre a superfície de um material 
sólido, ocorrem zonas de alta pressão e alta temperatura gerando microjatos e 
ondas de choque dirigidas à superfície sólida. Esses microjatos podem ser úteis na 
extração de compostos vegetais para a obtenção de compostos de uma matriz 
solida. A Figura 3.12 apresenta esquematicamente o efeito físico do ultrassom no 







Figura 3.12. Efeito do ultrassom na extração. 
a. Bolha de cavitação na superfície do material. b. Colapso da bolha no ciclo de 
compressão. c. Microjato dirigido à superfície. d. Liberação do alvo do material vegetal. 
(Fonte: Rostagno & Prado, 2013). 
A bolha de cavitação gerada perto da superfície do material biológico (a) 
colapsa durante um ciclo de compressão (b) e um microjato é dirigido à superfície (b, 
c). As zonas de alta pressão e alta temperatura geradas no processo destroem as 
paredes celulares da matriz vegetal e seu conteúdo é liberado para o meio (d). O 
aumento localizado da temperatura melhora a solubilidade dos solutos no solvente e 
facilita sua difusão da matriz para a região externa. O incremento localizado da 
pressão facilita a penetração do solvente na matriz e permite a transferência de 
compostos. A implosão das bolhas de cavitação pode atingir fortemente a superfície 
da matriz sólida e desintegrar células. Por tais efeitos, é requerido um menor tempo 
de extração nos processos assistidos com ultrassom para a obtenção de compostos 
de interesse de uma matriz em comparação com os métodos convencionais 
(Esclapez et al., 2011). 
A capacidade do ultrassom de acelerar a extração e reduzir o tempo de 
processo tem sido estudada amplamente mediante o uso de técnicas com baixas 
pressões. Porém, o efeito na cinética de extração e no rendimento durante a 
aplicação do ultrassom na extração supercrítica tem sido reportado em poucos 





4.  MATERIAIS E MÉTODOS 
 
A Figura 4.1 apresenta o fluxograma com as atividades realizadas neste 
trabalho. O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Alta Pressão em Engenharia 
de Alimentos (LAPEA/DEA-FEA/UNICAMP). A caracterização química dos extratos 
foi realizada no Laboratório de Compostos Bioativos (DEPAN-FEA/UNICAMP) e no 
LAPEA/DEA-FEA/UNICAMP. As análises cromatográficas de identificação e 
quantificação das antocianinas do resíduo foram realizadas no Departamento de 
Química Analítica da Faculdade de Ciências da Universidade de Cádiz, na Espanha. 
 





4.1 Origem e adequação da matéria-prima 
 
A matéria-prima usada neste trabalho foi o subproduto do processamento 
de polpa na produção de sucos, geleias e sorvetes de juçara (Euterpe edulis Mart.). 
Esse subproduto inclui resíduos de casca e material próximo às sementes com 
granulometria maior, que não passa pela peneira do despolpador. O material foi 
fornecido pela empresa “Sítio do Bello” localizada em Paraibuna-SP. Depois de ser 
recebido, o material foi armazenado em freezer a -18 ºC (Metalfrio DA420, São 
Paulo), até seu posterior uso. Antes da realização dos experimentos foi feita uma 
adequação manual da matéria-prima com fins de homogeneizá-la, porém não foi 
necessário realizar nenhum pré-tratamento como secagem ou liofilização para os 
experimentos de PLE e demais métodos de extração avaliados (PLE sequencial e 
métodos a baixa pressão). Apenas as amostras utilizadas nos experimentos de SFE 
foram secas em liofilizador (Liotop L101, São Paulo, Brasil) para evitar a degradação 





Figura 4.2. Resíduo de juçara in natura (a) e liofilizado (b). 
4.2 Caracterização da matéria-prima 
A matéria-prima foi caracterizada em termos de composição centesimal e 
pH. As análises foram realizadas em triplicata de acordo com as metodologias 





4.2.1 Determinação do Teor de Umidade  
O conteúdo de umidade foi determinado de acordo com a metodologia 
AOAC (1997), método 931.04 (Association of Official Analytical Chemists), através 
do método gravimétrico em estufa de circulação forçada (Fanem, modelo 320 SE, 
São Paulo, Brasil) a 105 °C até atingir peso constante. Aproximadamente 5 gramas 
de amostra, colocadas em placas de Petri, foram deixadas na estufa a 105 °C. Após 
3 horas as amostras foram colocadas em dessecador ate atingirem a temperatura 
ambiente, sendo então pesadas. Essa operação foi repetida até as amostras 
apresentarem peso constante. O teor de umidade foi calculado como a porcentagem 
entre a massa de água retirada e a massa do material inicial. 
4.2.2 Determinação de pH 
Na determinação do pH da matéria-prima, preparou-se uma solução 
contendo 5 g de amostra in natura e 50 mL de água destilada. Após homogeneizar 
bem a solução o pH foi medido com pHmetro de bancada (Quimis Q400AS, São 
Paulo, Brasil).  
4.2.3 Teor de minerais – Cinzas 
O teor de resíduo mineral (cinzas) foi determinado seguindo a 
metodologia AACC 08-01 (1990), pela qual o material orgânico foi incinerado em 
mufla (Quimis, 318.D21, São Paulo, Brasil). Aproximadamente 3 gramas da matéria-
prima, colocados em cadinhos de porcelana foram levados à mufla a 500 °C durante 
72 horas. Em seguida foram levados ao dessecador para serem resfriados à 
temperatura ambiente para a secagem posterior. O teor de cinzas do material foi 
calculado como a porcentagem entre a massa final de cinzas e a massa do material 
inicial. 
4.2.4 Conteúdo de Lipídios 
O conteúdo de lipídios totais foi determinado de acordo com a 
metodologia de Gurr (1984), por diferença de peso. Entre 5 e 7 gramas de amostra 
foram transferidos para cartuchos de extração Soxhlet. Foram utilizados de 150 a 
200 mL de éter de petróleo (laboratório Synth, São Paulo, Brasil) para a extração do 





do solvente em rotaevaporador (Marconi, modelo MA 120/E, São Paulo, Brasil) e a 
amostra foi levada à estufa a 105 °C por 30 minutos. Em seguida, o balão foi 
resfriado à temperatura ambiente no dessecador para a posterior determinação da 
massa. Os resultados foram expressos em porcentagem. 
4.2.5 Conteúdo de Proteínas 
O conteúdo de nitrogênio foi determinado a partir do método semi micro-
Kjeldahl (AOAC, 1997; método 970.22). Aproximadamente 0,2 gramas de amostra 
foram colocados em tubos de vidro para digestão com ácido sulfúrico (Synth, São 
Paulo, Brasil) e uma mistura catalisadora de sulfato de cobre e sulfato de potássio 
(Synth, São Paulo, Brasil). Nesse processo o hidrogênio e o carbono são oxidados a 
CO2 e água, e o nitrogênio presente na proteína é reduzido e transformado em 
sulfato de amônio. A amostra digerida foi destilada mediante a adição de hidróxido 
de sódio 40% em meio básico, para permitir a liberação da amônia que é recolhida 
em solução de ácido bórico (Synth, São Paulo, Brasil), onde se forma o borato de 
amônio. O borato de amônio é quantificado através da titulação com acido clorídrico 
(0,02 N). O fator de conversão de nitrogênio a proteína utilizado foi de 6,25. Os 
resultados foram expressos em porcentagem. 
4.2.6 Conteúdo de carboidratos totais 
Para calcular o conteúdo total de carboidratos foi realizada uma diferença 
a partir da média da porcentagem de água, cinzas, lipídios e proteínas, onde a parte 
restante foi considerada como carboidrato.  
4.3 Extrações 
4.3.1 Extração com líquidos pressurizados (PLE - Pressurized Liquid 
Extraction) 
As extrações com líquidos pressurizados foram realizadas em uma 
unidade multipropósito desenvolvida no LAPEA/DEA-FEA/UNICAMP. O diagrama 






Figura 4.3. Diagrama esquemático da unidade para as extrações PLE e SFE. 
 V-1 e V-5 = Válvulas de bloqueio; V-6 = Válvula micrométrica; VS = Válvula de segurança; 
C = Compressor; F = Filtro de ar; FC = Filtro de CO2; BR = Banho de refrigeração; BP = 
Bomba de CO2; BA = Banho de aquecimento; CE = Célula de extração com camisa de 
aquecimento elétrico; R = Reservatório de cossolvente; B = Bomba de HPLC; I-1, I-2 e I-3 = 
Indicadores de pressão; I-4 = Indicadores de temperatura; IC: Controlador de temperatura 
(válvula micrométrica); FM = Medidor de vazão; TF = Totalizador de fluxo; T = Termopar. 
O equipamento é composto por uma bomba HPLC (B) (PU-2080 plus, 
Jasco, Easton, USA) que opera em uma faixa de vazão de 0,01-10 mL/min e 
pressão máxima de 50 MPa; uma célula de extração (CE) de aço inoxidável de 50 
mL com filtro metálico na saída da célula, onde é colocado o material vegetal; um 
banho termostático (BA) (Marconi, modelo MA126/BD, São Paulo, Brasil) 
responsável pelo preaquecimento do fluido antes de entrar na célula; uma camisa de 
aquecimento elétrico para revestir a célula de extração e mantê-la na temperatura do 
processo; um manômetro (M) (Record, (50,0 ± 0,5) MPa, São Paulo, Brasil) para o 
controle da pressão na célula de extração; válvulas de bloqueio (V-1 e V-5) para 
controlar a passagem do fluido através dos dispositivos; indicador (I4) e controlador 





controle da pressão mediante a regulagem da vazão do solvente e um recipiente 
para coleta do extrato. Na Figura 4.4 é apresentada a foto da unidade PLE que foi 




Figura 4.4. Unidade de extração com líquidos pressurizados (PLE). 
4.3.1.1 Testes preliminares de extração 
Antes do inicio do planejamento, foram realizados testes de extração para 
definir condições relacionadas com a vazão e o tempo de extração para determinar a 
razão S/F (massa solvente/massa de matéria-prima). Os ensaios foram realizados 
em duplicata, utilizando água destilada como solvente de extração na temperatura 
mais alta entre as avaliadas nas extrações (80 °C). Foram avaliadas três diferentes 
vazões (1,5 mL/min, 3 mL/min e 4,5 mL/min) e foram utilizados 2,5 gramas de 






A partir dos rendimentos obtidos nos testes preliminares (apresentados no 
APÊNDICE B), foi definida a vazão de 1,5 mL/min para ser mantida durante todo o 
planejamento experimental posterior. Essa vazão proporcionou o maior rendimento 
global de extração entre as avaliadas. Uma razão S/F de 24 kg solvente/kg matéria-
prima também foi fixada no planejamento experimental.  
4.3.1.2 Condições experimentais  
Para as extrações por PLE foram utilizados quatro solventes diferentes: 
etanol puro 99,5% (ET); mistura acidificada pH 2,0 de etanol e água (50% v/v) (EA); 
água destilada (AD); água acidificada pH 2,0 (AA). Os solventes foram acidificados 
pela adição direita de ácido cítrico (Laboratório Synth, São Paulo, Brasil), e para tal 
fim foi utilizado um pHmetro (Q400AS, Brasil). Adicionalmente, foram empregadas 
três temperaturas diferentes para os ensaios (40, 60 e 80 °C). As variáveis de 
processo mantidas constantes foram pressão (10 MPa), que nas extrações PLE não 
deve ser superior a 200 MPa (Rostagno & Prado, 2013) e vazão (1,5 mL/min), que 
foi escolhida a partir dos resultados dos testes preliminares ao planejamento e com 
base nas limitações de operação do equipamento. A quantidade da matéria-prima 
utilizada foi de 2,5 g, o tempo estático foi de 7 minutos, e a razão S/F foi fixada em 
24 kg solvente/kg matéria-prima. Geralmente, os pesquisadores aplicam uma 
pressão constante nas extrações com PLE (Machado et al., 2014; Paes et al., 2014). 
Assim, o planejamento consistiu em 12 diferentes condições de extração, realizadas 
em duplicata, como mostra a Tabela 4.1. 
Pelo fato de cada solvente possuir uma densidade diferente, as extrações 
foram realizadas em diferentes tempos de processo, com o intuito de manter fixas 
tanto a razão S/F como a vazão durante todos os ensaios. Portanto, as extrações 
com etanol puro foram de 50 minutos, as extrações utilizando a mistura acidificada 
pH 2,0 de etanol e água (50% v/v) foram de 45 minutos e as extrações com água 
destilada e água acidificada duraram 40 minutos. Os valores das densidades 








Tabela 4.1 Valores das condições experimentais do trabalho. 
CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS PARA PLE 
Matéria-prima (g) 2,5 
Vazão (mL/min) 1,5 
Temperaturas (°C) 40, 60 e 80 
Pressão (MPa) 100 
Tempos de extração (min.) 50 (ET); 45 (EA); 40 (AD e AA) 
Solventes ET, EA, AD, AA 
S/F 24 
No. Condições 12 
 
ET: Etanol puro 99,5% EA: Mistura acidificada (pH 2,0) de etanol e água (50% v/v) AD: 
Água destilada AA: Água acidificada (pH 2,0). 
4.3.1.3 Procedimento geral de operação da unidade PLE 
Nesta seção são descritas as etapas que devem ser realizadas na 
unidade PLE para o processo de extração: 
Operações preliminares: 
1. Conectar a bomba HPLC, o leitor de temperatura e o banho de aquecimento nas 
tomadas 220 V; 
2. Conferir o nível de água do banho de aquecimento, ligar os manômetros e 
programar a temperatura desejada no banho de aquecimento (80 °C corresponde à 
máxima temperatura do banho); 
3. Purgar a bomba durante 10 minutos. A válvula de purga deve estar aberta e a 
vazão é de 3 mL/min. Posteriormente ajustar a vazão de operação de 1,5 mL. 
Preparação da célula de extração: 





4. A célula de extração de 50 mL de aço inox e suas partes foram previamente 
lavadas e secas; 
5. Colocar a gaxeta e o filtro na tampa inferior da célula. A tampa é colocada na 
parte inferior da célula e fechada manualmente; 
6. Com a tampa inferior da célula bem fechada, é colocado um retângulo de lã de 
vidro na base interna cilíndrica com a ajuda de uma pinça para impedir a passagem 
de partículas finas de material que possam obstruir a tubulação; 
7. Colocar aproximadamente 17 g de esferas de vidro e posteriormente 2,5 g de 
matéria-prima. Depois se completa o volume com mais 17 g de esferas até 
completar o volume do leito. A célula é, então, fechada com a tampa superior; 
8. Posteriormente, com a chave de 5/32 polegadas ajusta-se a camisa de 
aquecimento para colocar a célula. A célula é nivelada na camisa e essa é fechada 
com a mesma chave, garantindo que fique bem colocado o termopar na camisa. A 
célula é conectada às tubulações com as chaves ½ e 10-11 fechando bem para 
evitar vazamentos; 
9. Garantir que a válvula de bloqueio V-1 encontra-se aberta, enquanto a V-2 e a 
válvula micrométrica V-6 estão fechadas. 
Procedimento operacional: 
10. Ligar o controle da temperatura até atingir 40 °C. Ligar a bomba HPLC para 
começar o bombeamento do solvente à célula de extração e pressurizar o sistema;  
11. Quando a pressão e temperatura são estabilizadas é iniciado um tempo estático 
de 7 minutos. Esse tempo correspondente ao período que o solvente fica em contato 
direto com o material vegetal às condições de operação;  
12. Posteriormente a válvula V-2 é aberta, enquanto V-6 também é levemente aberta 
para prevenir uma queda brusca de pressão. A V-6 é regulada até atingir de novo a 
pressão de extração. Quando é observada a saída das primeiras gotas de extrato é 





13. A temperatura na saída da célula é controlada e regulada durante todo o 
processo no leitor de temperatura e o ajuste da pressão é realizado através da 
manipulação da válvula micrométrica V-6; 
14. Quando é atingido o tempo de extração preestabelecido, a bomba HPLC e o 
controle da temperatura são desligados, e a válvula V-2 é fechada. O frasco coletor 
de extrato tipo âmbar é retirado e armazenado sob refrigeração;  
15. Para o procedimento de limpeza, as válvulas V-2 e V-6 são abertas de novo para 
garantir a saída do solvente retido na célula de extração;  
16. A célula é retirada e lavada para ser preparada para a seguinte extração; 
17. Para a limpeza das linhas é bombeado etanol puro no final de cada extração, e 
no começo de cada processo é bombeado o solvente de extração. 
4.3.1.4 Definição da melhor condição de extração PLE 
A melhor condição de extração (temperatura e tipo de solvente) foi 
selecionada com base na concentração de compostos fenólicos totais, o teor de 
antocianinas monoméricas e a atividade antioxidante. Para avaliar a influência dos 
parâmetros de processo da PLE (temperatura e tipo de solvente) os resultados 
foram analisados estatisticamente utilizando a comparação de médias entre os 
resultados por meio do teste de Tukey. Foi aplicada análise de variância (ANOVA) a 
um nível de 5% de significância (MINITAB 17). A partir dos resultados obtidos nas 
diferentes condições de PLE estudadas foi realizado um processo sequencial para a 
obtenção de extratos fracionados ricos nos compostos de interesse, explicado na 
Seção 4.3.1.5. O melhor solvente selecionado a partir dos resultados da PLE foi 
utilizado como cossolvente na SFE com o intuito de conhecer a capacidade de 
extração de antocianinas do resíduo de juçara. Da mesma forma, esse solvente 
também foi usado na avaliação dos processos de extração a baixa pressão como a 
extração assistida por ultrassom (UAE), e extração em leito agitado (ABE).  
4.3.1.5 Processo de extração sequencial por PLE. 
 
Considerando que neste trabalho não se obteve uma única condição 





condições ótimas de temperatura e tipo de solvente na obtenção de FT e AM, 
realizou-se uma extração sequencial PLE. Foram definidas duas etapas de extração 
a partir das duas diferentes melhores condições de obtenção de fenólicos e 
antocianinas (segundo as Seções 5.2.1 e 5.2.2, respectivamente), com o intuito de 
avaliar a seletividade de cada solvente e temperatura por esses compostos, e assim 
obter extratos mais puros. As extrações foram realizadas seguindo o procedimento 
operacional geral da PLE apresentado na Seção 4.3.1.3. A Tabela 4.2 apresenta as 
condições para a realização do processo sequencial PLE do resíduo de juçara. 
Tabela 4.2. Condições experimentais utilizadas no processo sequencial PLE a partir do 
resíduo de juçara. 
Condição Valor 
Matéria-prima (g) 2,5 
Vazão (mL/min) 1,5 
S/F 24 
Pressão (MPa) 100 
Etapa 1 AA / 40 °C 
Tempo (min) 40 
Etapa 2 EA / 80 °C 
Tempo (min) 45 
 
AA: Água acidificada pH (2,0) EA: Mistura acidificada pH (2,0) de etanol e água (50% v/v). 
 
Na primeira etapa foi aplicada a melhor condição obtida para a extração 
de antocianinas monoméricas (AM) na PLE (água acidificada a 40 °C). Na segunda 
etapa adotou-se a melhor condição para a obtenção de FT (mistura acidificada pH 
(2,0) de etanol + água 50% v:v a 80 °C) e foi mantido o mesmo leito de extração da 
primeira etapa. A sequência das duas etapas de extração foi definida para garantir a 
estabilidade térmica das antocianinas como compostos termossensíveis, de modo 
que a primeira etapa empregou a menor temperatura de processo. O processo 






4.3.2 Extração com fluidos supercríticos (SFE – Supercritical Fluid Extraction) 
com cossolvente  
As SFEs com cossolvente foram realizadas na unidade multipropósito 
anteriormente descrita para a PLE, mostrada na Figura 4.3. Além das partes que 
constituem a unidade PLE descritas na Seção 4.3.1, a unidade SFE possui outro 
banho termostático (BR) (PP 111-VE MBR, Maximator, Nordhausen, Alemanha) para 
a refrigeração do CO2 que entra na bomba (BP), e um totalizador de vazão (TF) 
(LAO, modelo G 0,6 ± 0,001 m3, São Paulo, SP). A bomba HPLC (B) foi utilizada 
para o bombeamento do cossolvente selecionado.  
Para a SFE o CO2 (99% de pureza) é refrigerado até -5 °C para entrar em 
estado liquido na bomba, onde é comprimido até a pressão de operação (> pressão 
crítica). Posteriormente o solvente (CO2 + cossolvente) entra na célula de extração 
que se encontra na temperatura de extração, onde vai interagir com a matéria-prima. 
O cossolvente é alimentado através de uma linha independente acoplada à bomba 
de líquidos (PU-2080 plus, Jasco, Easton, USA). A mistura de solvente (CO2 + 
cossolvente) contendo o extrato sai pela parte inferior da célula, e posteriormente o 
sistema é despressurizado na válvula micrométrica aquecida (V-6). O extrato é 
coletado em frascos de vidro tipo âmbar e o CO2 vaporizado é quantificado e 
descartado.  
Os frascos contendo extrato foram armazenados a -18 oC (Freezer 
domestico Metalfrio, DA420, São Paulo, SP) até sua posterior análise.  
4.3.2.1 Procedimento geral de operação da unidade de SFE 
O procedimento geral para operar a unidade em SFE foi o seguinte: 
Operações preliminares: 
1. Verificar que todas as válvulas da unidade estão fechadas e se a válvula 
micrométrica V-6 está totalmente aberta;  
2. Verificar se o compressor (C) está ligado e se há ar comprimido na linha;  






4. Ligar o banho de aquecimento (BA) na temperatura de trabalho (verificar o nível 
de água do banho); 
5. Colocar a célula de extração (CE) contendo o material vegetal. A preparação do 
leito de extração corresponde ao mesmo apresentado na Seção 4.3.1.3 para as 
extrações PLE; 
6. Programar a temperatura da válvula micrométrica (geralmente entre 110 e 120 °C) 
através do (IC);  
7. Colocar o frasco de coleta na linha.  
Procedimento operacional: 
8. Verificar a estabilização das temperaturas programadas; Banho de refrigeração (-
5 °C), válvula micrométrica (IC), banho de aquecimento (BA), célula de extração (I-
4); 
9. Abrir as válvulas V-1, V-2 e V-3 permitindo a passagem do CO2 até a célula de 
extração e aguardar a estabilização da pressão;  
10. Pressurizar o sistema até a pressão de operação, através da bomba (BP) e 
acompanhar a pressão no manômetro (I-2, I-3);  
11. Ligar a bomba HPLC de cossolvente e estabelecer as condições de trabalho 
(vazão); 
12. Abrir lentamente a válvula V-4, permitindo a passagem do cossolvente que vai 
ficar misturado com o CO2 no extrator;  
13. Deixar o sistema se estabilizar (tempo estático de 7 minutos); 
14. Abrir a válvula V-5 para permitir a saída do CO2 mais o cossolvente, controlar a 
vazão através da válvula micrométrica V-6 e verificar a vazão no medidor (FM);  
15. Acompanhar o indicador de temperatura (I-4) durante toda a extração. Ajustar 
temperatura do banho de aquecimento (BA) em caso de defasagem;  
16. Acompanhar a extração até o final;  





18. Retirar o frasco de coleta com o extrato final, e despressurizar o sistema abrindo 
a válvula V-5 aos poucos;  
19. Aguardar a despressurização total do leito de extração, e retirar a célula de 
extração da linha;  
20. Fazer limpeza da linha com etanol. 
4.3.2.2 Condições experimentais  
Para a SFE com cossolvente foi utilizado o melhor solvente da PLE 
segundo critérios estabelecidos na Seção 4.3.1.4. 
A matéria-prima foi seca em um liofilizador (Liotop L101, São Paulo, 
Brasil), pois as moléculas de água presentes na amostra geram uma competição 
com o CO2 pelos compostos fenólicos. Utilizaram-se aproximadamente 5 gramas de 
amostra. A pressão utilizada foi de 20 MPa com base em trabalhos anteriores (Paes 
et al., 2014; Pasquel-Reátegui et al., 2014). Foi utilizada a mesma razão S/F das 
extrações por PLE em base seca (S/F = 90 kg solvente/kg matéria-prima) e uma 
vazão de 2,08 x 10-4 kg CO2/s. A razão mássica de cossolvente foi de 10%, 
selecionada de acordo com o estudo de Pasquel-Reátegui et al. (2014). O controle 
da temperatura foi realizado mediante o indicador I-4 (Figura 4.3) e no banho de 
aquecimento (Marconi, modelo MA126/BD, São Paulo, Brasil). O tempo dinâmico 
das SFEs foi de 39 minutos, com uma vazão de cossolvente de 1,46 mL/min. Todas 
as extrações foram realizadas em duplicata.  
4.3.3 Extrações a baixa pressão  
4.3.3.1 Extração Soxhlet 
O método de extração convencional Soxhlet foi realizado utilizando 180 
mL de etanol puro (Synth, São Paulo, Brasil) onde foram colocadas 
aproximadamente 3 gramas de matéria-prima in natura em cartuchos de papel filtro, 
que em seguida foram inseridos na câmara de extração na configuração Soxhlet 
apresentada na Figura 4.5. A razão utilizada entre matéria-prima e solvente foi de 
1:60 (m/v) para seis horas de extração. Posteriormente o extrato foi coletado e 







Figura 4.5. Esquema da extração convencional Soxhlet. 
4.3.3.2 Extração em leito agitado (ABE) 
O método de extração em leito agitado foi empregado de acordo com a 
metodologia de Paviani et al. (2010). Foram adicionados 2,5 gramas de matéria-
prima in natura ao solvente selecionado na melhor condição de extração PLE 
(mistura acidificada (pH 2,0) de etanol + água 50% v:v). A extração foi feita em um 
béquer encamisado de 100 mL, acoplado a um banho Maria (Marconi, MA 126, São 
Paulo, Brasil). Inicialmente, o solvente no béquer era aquecido por circulação de 
água a 63 °C. Quando o solvente atingiu a temperatura desejada depois de 6 
minutos de preaquecimento (temperatura da melhor condição para fenólicos e 
antocianinas: 60 °C), adicionou-se a amostra mantendo agitação mediante agitador 
magnético (Marconi, MA 085, São Paulo, Brasil). Depois de 45 minutos de extração 
o extrato foi retirado e filtrado com bomba a vácuo (Marconi, MA 2057, São Paulo, 
Brasil) acoplada a kitassato. O volume final de extrato foi medido e transferido para 
frasco âmbar para ser posterior armazenamento em freezer (Freezer domestico 





4.3.3.3 Extração assistida por ultrassom (UAE) 
Para a extração com ultrassom foi utilizada a sonda do sistema de 
ultrassom de 800 W (Unique) da unidade multipropósito “Extract-US” encontrada no 
LAPEA/DEA-FEA-Unicamp, apresentada na Figura 4.6. A extração foi feita em um 
béquer encamisado de 100 mL, acoplado a um banho Maria (Marconi, MA 126, São 
Paulo, Brasil). Inicialmente, o solvente no béquer era aquecido por circulação de 
água a 63 °C. Quando o solvente atingiu a temperatura de operação (temperatura da 
melhor condição para fenólicos e antocianinas: 60 °C) depois de 6 minutos de 
preaquecimento, adicionou-se a amostra e ligou-se a sonda de ultrassom na 
potencia máxima (800 W, frequência de 19 kHz). Depois de 45 minutos de extração 
o extrato foi retirado e filtrado com bomba a vácuo (Marconi, MA 2057, São Paulo, 
Brasil) acoplada a kitassato. Da mesma forma, o volume final foi medido, transferido 
para frasco âmbar e armazenado em freezer (Freezer domestico Metalfrio, DA420, 
São Paulo, SP) a -18 °C. 
 
Figura 4.6. Sistema integrado de extração e análise “Extract-US” 
4.4 Caracterização dos extratos 
As análises descritas nesta seção foram realizadas para os extratos 
obtidos pelos métodos PLE, Soxhlet, SFE, UAE e ABE. Foram avaliados o conteúdo 





antioxidante (AAt) pelo método DPPH. As antocianinas presentes em todos os 
extratos, foram identificadas e quantificadas por cromatografia líquida de ultra 
performance (UPLC-QToF-MS).  
4.4.1 Conteúdo de fenóis totais (FT) 
O conteúdo de fenóis totais dos extratos foi avaliado utilizando o método 
descrito por Singleton et al. (1999), com modificações. Para esse procedimento, 
foram utilizados eppendorfs onde foram adicionados 800 µL de agua a 50 µL de 
extrato. Posteriormente foram incorporados 50 µL de reagente Folin-Ciocalteu e se 
realizou uma mistura para reagir em vórtex (Fisatom, modelo 774, São Paulo, 
Brasil). Depois de 3 minutos, se completou o volume com 100 µL de solução de 
carbonato de sódio. As soluções foram deixadas em repouso durante 2 horas no 
escuro, e em seguida foi usada uma alíquota de 200 µL da reação em placa de 96 
poços para medir a absorbância a 725 nm em leitor de placas NovoStar (BMG 
LABTECH, Ortenberg, Alemanha). Para o calculo do FT foi construída uma curva de 
calibração com ácido gálico como padrão. Assim, o FT foi calculado por interpolação 
da absorbância das amostras. As análises foram realizadas em triplicata e o 
resultado foi expresso em mg EAG (equivalente de acido gálico)/g de resíduo seco 
(RS).  
4.4.2 Teor de antocianinas monoméricas (AM) 
O teor de antocianinas monoméricas foi determinado pelo método de pH 
diferencial, descrito por Giusti & Wrolstad (2001), baseado em leituras 
espectrofotométricas das transformações estruturais das antocianinas em função do 
pH. O cátion flavilium é a forma predominante de cor vermelha a pH 1,0 e o carbinol, 
que é incolor, predomina a pH 4.5 (Francis, 1989). 
Para a aplicação do método foram preparadas duas soluções tampão de 
cloreto de potássio pH 1,0 a 0,025 M e acetato de sódio pH 4,5 a 0,4 M. O pH das 
soluções foi ajustado com a adição de ácido clorídrico concentrado, e a 
determinação do pH foi realizada em pHmetro de bancada (QUIMIS, Q400AS, São 
Paulo, Brasil). Posteriormente, as amostras foram diluídas nestas duas soluções 
tampão, e após 30 minutos no escuro foram realizadas as leituras em 





700 nm. Verificou-se que as leituras estivessem inferiores a 1,000. A concentração 
de pigmentos no extrato foi expressa como mg de equivalente de cianidina-3-
rutinosídeo (EC3R)/g de resíduo seco (RS), considerando a absortividade molar (ε) 
de 7000 e a massa molecular da cianidina-3-rutinosídeo de 595,526 g/mol. Estes 
dados são correspondentes à antocianina majoritária na juçara (Da Silva et al., 
2014). 
O calculo final foi de AM feito conforme a equação 4.1: 
       (4.1) 
 
 
Onde: AM = Teor de antocianinas monoméricas totais (mg EC3R/g RS); 
A = (Abs510 nm – Abs700 nm)pH 1,0 – (A510 nm– A700 nm )pH 4,5; 
MM = massa molecular da cianidina-3-rutinosídeo (g/mol); 
FD = fator de diluição; 
ε = absortividade molar; 
1 = fator de correção de caminho óptico de 1 cm. 
4.4.3 Identificação das Antocianinas por UPLC-QTOF-MS 
As antocianinas foram identificadas por Cromatografia Líquida de Ultra 
Eficiência (UPLC) acoplada a um Espectrômetro de Massas quadrupolo, mais tempo 
de voo (QTOF) (Synapt G2, Waters Corp, Milford, MA, USA). O volume de injeção foi 
ajustado para 3 µL. Foi utilizada uma coluna de fase inversa em C18 (Acquity UPLC 
BEH C18, Waters, Barcelona, España) de 2.1 mm x 100 mm e 1.7 μm de tamanho 
de partícula para a separação cromatográfica e para a identificação de antocianinas. 
Foram empregadas, como fases móveis, água contendo 2% de ácido fórmico como 
solvente A e metanol como solvente B, a uma vazão de 0,4 mL/min. O gradiente 
utilizado foi o seguinte: 0 minutos, 15% B; 3.30 minutos, 20% B; 3.86 minutos, 30% 
B; 5.05 minutos, 40% B; 5.35 minutos, 55% B; 5.64 minutos, 60% B, 5.94 minutos, 
95% B; 7.50 minutos, 95% B. O tempo total de corrida foi de 12 minutos, incluindo 4 
minutos para o reequilíbrio da coluna. A determinação das substâncias a analisar foi 
realizada utilizando uma fonte de eletrospray operando no modo de ionização 
positivo: vazão de gás-dessolvatação = 700 L/h, temperatura de dessolvatação = 




















capilar = 700 V, voltagem do cone = 20 V e energia de colisão = 4 eV. Foi usado 
modo de varredura completa (m/z = 100-1200). Essas análises foram realizadas no 
Departamento de Química Analítica da Faculdade de Ciências da Universidade de 
Cádiz, na Espanha, com apoio do Prof. Dr. Gerardo Fernandez Barbero. 
4.4.4 Separação e quantificação das Antocianinas por UPLC-UV-Vis 
Para a separação e quantificação das antocianinas foi utilizado um UPLC 
elite LaChrom Ultra system (VWR Hitachi, Tokyo, Japan) consistindo de um injetor 
automático de amostras (L-2200U), um forno para coluna (L2300), uma bomba (L-
2160U) e um detector UV-Vis (L-2420U). O forno de coluna foi ajustado a 50 ºC para 
o cromatográfico. O detector UV-Vis foi fixado em 520 nm para as análises. As 
antocianinas foram analisadas numa coluna C18 Kinetex 100Å (50 x 2,1 mm de 
diâmetro, tamanho de partícula 2,7 μm, Phenomenex Inc., UK). Um método de 
gradiente, usando água acidificada (5% de ácido fórmico, solvente A) e metanol 
(solvente B), trabalhando a uma vazão de 0,7 mL/min, foi utilizado para a separação 
cromatográfica. O gradiente utilizado foi o seguinte: 0 min, 10% B; 1,50 min, 15% B; 
3,30 min, 25% B; 4,80 min, 35% B; 5,40 min, 50% B; 5,90 min, 55% B; 6,60 min, 
100% B; 9,30 min, 100% B, 10 min, 10% B. Essas análises foram realizadas no 
Departamento de Química Analítica da Faculdade de Ciências da Universidade de 
Cádiz, na Espanha, com apoio do Prof. Dr. Gerardo Fernandez Barbero. 
 
4.4.5 Atividade antioxidante - Método DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazila) 
 
A atividade antioxidante dos extratos (AAt) foi avaliada através do método 
DPPH seguindo a adaptação de Macedo et al. (2011). Nesse método é avaliada a 
capacidade de um possível antioxidante em neutralizar um radical. O composto 1,1-
difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) é um radical estável que apresenta uma cor roxa 
intensa e que absorve radiação a 518 nm. Sua concentração pode ser determinada 
mediante métodos espectrofotométricos. Uma diminuição da absorção da radiação 
se traduz em uma redução da concentração do DPPH pela transferência de elétrons 
da espécie antioxidante. 
A solução de reação foi preparada utilizando 50 μL de extrato e 150 μl de 
0.2 mM DPPH (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil) diluída com metanol (Synth, São 





Novo Star (BMG LABTECH, Ortenberg, Alemanha) com filtros de absorbância para 
um comprimento de onda de 520 nm. A perda de coloração da solução foi analisada 
durante 35 minutos. A placa utilizada para a leitura, onde ocorreu a reação, 
correspondeu a uma placa de 96 poços. Posteriormente foi calculada a atividade 
antioxidante utilizando a equação obtida por regressão linear dos gráficos de 
soluções padrão de Trolox (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil), feitas em diferentes 
concentrações. A atividade antioxidante foi expressa em mmol de Trolox equivalente 
(ETr)/g de resíduo seco (RS). 
Para o preparo da solução DPPH, pesou-se 4 mg de DPPH e se 
completou o volume com metanol absoluto (Synth, São Paulo, Brasil) em um balão 
de 50 mL. O controle usado foi uma quantidade determinada de metanol 70%. Sete 
concentrações diferentes da solução padrão Trolox (Sigma-Aldrich, São Paulo, 
Brasil) foram utilizadas entre 375 e 15 µmol/mL. As análises foram realizadas em 
triplicata.  
4.5 Análise estatística 
A influência dos parâmetros das extrações PLE (temperatura e tipo de 
solvente) foi analisada estatisticamente utilizando a comparação de médias entre os 
resultados por meio do teste de Tukey. Foi aplicada análise de variância (ANOVA) a 
um nível de 5% de significância, usando o software MINITAB 17. Os resultados 
obtidos para os diferentes métodos de extração também foram analisados 
estatisticamente. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e expressos 














5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Caracterização da matéria-prima 
Na Tabela 5.1 são apresentados os resultados da caracterização físico-
química da matéria-prima in natura em termos de pH e composição centesimal. 
Tabela 5.1. Caracterização química e centesimal do resíduo de juçara in natura. 
Análise Valor médio ± desvío padrão 
Umidade (%) 73,27 ± 0,63 
pH 4,92 ± 0,01 
Proteínaa (%) 6,15 ± 1,03 
Lipídiosa (%) 2,16 ± 0,28 
Cinzasa (%) 3,41 ± 0,09 
Carboidratosa (%) 88,28 ± 2,38 
a Resultados expressos em base seca. 
Os valores de pH do resíduo encontram-se na faixa reportada por 
Pimenta et al. (2015) para a fruta inteira (4,8 a 6,2). O resíduo de juçara apresentou 
um alto teor de umidade, pois durante o processamento o fruto é misturado com 
água durante a lavagem e outras operações de processamento da polpa (por 
exemplo, na separação por filtração). A alta umidade do resíduo resulta em alta 
perecibilidade, já que água pode favorecer o desenvolvimento de microrganismos, 
de forma que o armazenamento sob refrigeração é indispensável. O conteúdo de 
proteína obtido no resíduo foi similar ao reportado por Da Silva et al. (2014) e o 
conteúdo de lipídios foi significativamente menor ao encontrado na polpa (29,2%), 
mostrando que o material lipídico se concentra basicamente na polpa do fruto 
(Pimenta et al., 2015; Borges et al., 2011a). Outros estudos demonstraram que a 
polpa de juçara é uma excelente fonte de energia com valores energéticos muito 
similares ao açaí, devido ao alto conteúdo de lipídios e carboidratos (Silva et al., 
2013; Borges et al., 2011a). O alto conteúdo de carboidratos presentes no resíduo, 
em comparação com a polpa, se deve ao elevado teor de polissacarídeos como a 
glicose, xylose, arabinose e galactose, entre outros derivados de carboidratos que 
compõem a fibra alimentar, característico desse tipo de subprodutos (material 





provenientes do processamento de polpa são altamente fibrosos e possuem 
elevados níveis de celulose (Van Dyk et al., 2013). 
5.2 Extração com líquidos pressurizados (PLE) 
Os resultados obtidos para a extração com líquidos pressurizados (PLE) 
do resíduo de juçara, em termos de conteúdo de fenóis totais (FT), teor de 
antocianinas monoméricas (AM) e atividade antioxidante (AAt) pelo método DPPH 
são apresentados na Tabela 5.2. Nas seguintes seções serão discutidos 
individualmente os resultados para cada tipo de análise. 
 
Tabela 5.2 Resultados gerais obtidos na PLE a partir do resíduo de juçara. 






40 ET 10,44 h ± 0,74 3,79 d ± 0,31 45,76 h ± 2,23 
60 ET 17,79 fg ± 0,84 2,51 e ± 0,33 70,52 f ± 1,57 
80 ET 27,34 cd ± 0,67 1,86 ef ± 0,07 92,99 c ± 1,07 
40 EA 23,23 de ± 2,94 7,71 b ± 0,35 91,36 c ± 4,87 
60 EA 32,23 b ± 1,42 6,93 bc ± 0,39 104,50 b ± 3,28 
80 EA 51,35 a ± 0,41 1,80 ef ± 0,01 119,50 a ± 0,71 
40 AD 13,16 gh ± 1,03 3,55 d ± 0,30 57,04 g ± 6,03 
60 AD 17,79 fg ± 0,73 1,36 fg ± 0,10 72,67 ef ± 0,98 
80 AD 31,71 bc ± 0,22 0,53 g ± 0,01 104,88 b ± 1,81 
40 AA 17,42 fg ± 2,00 9,75 a ± 0,70 55,84 g ± 5,05 
60 AA 27,09 cd ± 0,80 6,71 c ± 0,53 68,44 f ± 3,05 
80 AA 32,86 b ± 0,61 0,67 g ± 0,01 83,72 cd ± 1,21 
 
EAG: Equivalente de ácido gálico RS: Resíduo seco EC3R: Equivalente de cianidina-3-
rutinosídeo ETr: Equivalente Trolox ET: Etanol puro 99,5% EA: Mistura acidificada (pH 2,0) 
de etanol e água (50% v/v) AD: Água destilada AA: Água acidificada (pH 2,0). 
 
5.2.1 Conteúdo de fenóis totais (FT) 
 
A Figura 5.1 apresenta os resultados de FT dos extratos obtidos na PLE. 
O conteúdo de FT está expresso em mg de equivalente de ácido gálico (EAG) por 
grama de resíduo seco (RS). Como se observa, a maior concentração de fenólicos 





(pH 2,0) de etanol + água 50% v:v como solvente a uma temperatura de 80 °C. A 
menor concentração de fenólicos foi de 10,44 ± 0,74 mg EAG/g RS, obtida com 
etanol puro a 40 °C. A análise estatística mostrou que a diferença entre a melhor e a 
pior condição de extração de fenólicos foi significativa, e que, em geral, o aumento 
da temperatura favoreceu a extração de FT para todos os solventes.  
Os solventes apresentaram diferentes capacidades de extração de 
fenólicos, sendo que os melhores solventes em ordem decrescente de eficiência 
foram: mistura acidificada pH 2,0 de etanol + água 50% v:v > água acidificada pH 
2.0 > água destilada > etanol, para todas as temperaturas avaliadas. O incremento 
da temperatura aumentou a eficiência das extrações, favorecendo a obtenção dos 
compostos fenólicos da matéria-prima ao aumentar a taxa de difusão dos compostos 
alvo e a solubilidade do solvente. 
Dentro da faixa de 60 a 100 °C, a solubilidade dos compostos no solvente 
aumenta com a temperatura e acelera a transferência de massa (Fernandez-Ponce 
et al., 2015). Nos estudos da obtenção de compostos bioativos do resíduo de amora-
preta de Machado et al. (2014) mediante PLE, também se observou uma relação 
direta entre a concentração dos fenólicos e a temperatura, demonstrando que de 60 
a 100 °C houve um aumento na concentração dos fenólicos extraídos a partir dessa 
matéria-prima. Outros estudos também verificaram que o aumento da temperatura 
promoveu uma maior eficiência na extração de fenólicos na extração PLE (Osorio-
Tobon et al., 2014; Santos et al., 2012). A temperatura, além de diminuir a energia 
de ativação da dessorção dos compostos no solvente (através da ruptura das 
interações soluto-matriz e outras interações moleculares), também diminui a 
viscosidade do solvente e a tensão superficial, permitindo a penetração do solvente 
no interior da matriz. Naturalmente são formadas cavidades de solvente na matriz, 









Figura 5.1. Conteúdo de fenóis totais (FT) para PLE a partir do resíduo de juçara 
empregando diferentes solventes de extração. 
ET: Etanol puro 99,5% EA: Mistura acidificada (pH 2,0) de etanol e água (50% v/v) AD: 
Água destilada AA: Água acidificada (pH 2,0). 
 
O solvente também cumpre um papel importante para a recuperação dos 
compostos. Neste trabalho a mistura acidificada (pH 2,0) de etanol + água 50% v:v 
foi o melhor solvente para a extração de fenólicos. A eficiência das misturas de 
solventes se deve ao fato de que um solvente pode melhorar a solubilidade do 
soluto, enquanto o outro solvente pode incrementar a sua dessorção. Segundo 
Mustafa & Turner, (2011), no caso da mistura de água e um solvente orgânico, a 
água ajuda ao rompimento do complexo matriz-soluto devido a sua alta polaridade, o 
que permite a alta recuperação do soluto do substrato. Além disso, considerando 
aspectos econômicos e sustentáveis, o uso de misturas hidroalcoólicas é mais 
favorável que o uso de álcoois puros. Nas extrações a partir de folhas de manga 
(Fernandez-Ponce et al., 2015), o uso de 50% de etanol em água melhorou o 
rendimento de extração de fenólicos para a maioria das condições avaliadas. Paes 
et al. (2014) também obtiveram melhores rendimentos de extração de fenólicos em 
extrações PLE com misturas hidroalcoólicas, utilizando resíduos de mirtilo. 
Outro aspecto importante na recuperação de FT foi a acidificação do 
solvente, que permitiu a estabilização e concentração dos compostos no meio ácido, 




































resultados foram similares aos obtidos por Vatai et al. (2009), que conseguiram 
extrações mais eficientes de fenólicos e antocianinas ao acidificar o solvente. 
Segundo Luque-Rodríguez et al. (2006), o rendimento de compostos fenólicos 
cresce significativamente quando o pH do solvente diminui. Esses resultados se 
devem à presença do ácido no solvente, que facilita a ruptura das membranas 
celulares, especialmente em temperaturas elevadas, em que são liberados fenóis de 
baixo peso molecular.  
O FT do resíduo de juçara obtido na melhor condição de extração PLE 
(51,35 ± 0,41 mg EAG/g RS) foi muito superior aos obtidos por outros resíduos de 
frutas vermelhas, como o resíduo de amora-preta (23,85 mg EAG/g RS) (Machado et 
al., 2014) e o resíduo de mirtilo (23,55 mg EAG/g RS) (Paes et al., 2014), também 
utilizando PLE. Ácido gálico, ácido protocatecuico, epicatequina e quercetina são os 
compostos fenólicos em maior proporção encontrados em juçara em outros estudos, 
que são consistentes com o conteúdo de fenólicos do açaí (Bicudo et al., 2014; 
Borges et al., 2011a). Não têm sido reportados estudos de extração com líquidos 
pressurizados utilizando o resíduo ou a polpa de juçara. 
 
5.2.2 Teor de antocianinas monoméricas (AM) 
 
Os teores de antocianinas dos extratos obtidos pela técnica PLE estão 
apresentados na Figura 5.2. Os resultados foram expressos em mg de equivalente 
de cianidina-3-rutinosideo (EC3R) por grama de resíduo seco (RS). A maior 
concentração de antocianinas (9,75 ± 0,41 mg EC3R/g RS) foi obtida na extração 
com água acidificada (pH 2.0) como solvente a 40 °C. E a menor concentração de 
antocianinas (0,53 ± 0,02 mg EC3R/g RS) foi obtida com água destilada a 80 °C. Os 
solventes apresentaram diferentes capacidades de extração de antocianinas, sendo 
que os melhores solventes em ordem decrescente de eficiência foram: água 
acidificada (pH 2.0) > mistura acidificada (pH 2,0) de etanol + água 50% v:v > etanol 
> água destilada, para todas as temperaturas. O aumento da temperatura afetou 
negativamente a eficiência de extração de AM do resíduo, possivelmente devido à 







Figura 5.2. Teor de antocianinas monoméricas (AM) dos extratos obtidos do resíduo de 
juçara pela técnica PLE. 
ET: Etanol puro 99,5% EA: Mistura acidificada (pH 2,0) de etanol e água (50% v/v) 
AD: Água destilada AA: Água acidificada (pH 2,0). 
Como se observa na Figura 5.2, para todos os solventes avaliados houve 
uma diminuição na concentração de antocianinas quando a temperatura foi 
aumentada de 40 para 60 °C. Porém, o aumento da temperatura para 80 °C causou 
uma queda mais drástica na concentração de AM, mostrando uma alta sensibilidade 
desses compostos às altas temperaturas. Por esse motivo a temperatura ótima de 
extração para AM foi de 40 °C para todos os solventes. Segundo Markakis (1982), a 
degradação térmica das antocianinas pode ocorrer pela hidrólise da ligação 
glicosídica, na qual é liberada uma aglicona (cianidina) que se descolore muito mais 
rápido que o glucosídeo, sendo altamente instável. Também pode ocorrer outro tipo 
de hidrólise, caracterizada pela abertura do anel heterocíclico com a formação de 
uma chalcona (estrutura incolor das antocianinas), que em altas temperaturas se 
degrada em um precipitado marrom que constantemente é o produto final na 
degradação das antocianinas (Adams, 1973). Neste trabalho se observou a 
coloração marrom característica da degradação térmica em todos os extratos 
obtidos a 80 °C. 
Resultados similares aos obtidos neste trabalho foram reportados por 







































antocianinas do açaí, que são as mesmas presentes na juçara, observando também 
uma extensa degradação a 80 °C com a formação acelerada da chalcona nessa 
temperatura. No entanto, Casas et al. (2013) encontraram o melhor rendimento de 
extração de AM a partir da casca de batata roxa (Solanum stenotomun) a 80 °C e 10 
MPa, diferentemente deste trabalho, que mostrou a maior degradação térmica das 
AM da juçara para essa temperatura. 
A água solubilizou melhor as antocianinas, devido a sua polaridade e 
afinidade por esses compostos, também de caráter polar. Adicionalmente, a 
acidificação do solvente conseguiu maximizar a extração das antocianinas, que 
foram mais estáveis em meio ácido, obtendo condições favoráveis para a formação 
de íons flavilium e, consequentemente, colorações vermelhas nas AM. Neste 
trabalho se observou que o uso de água acidificada e de mistura hidroalcoólica 
acidificada (pH 2,0) proporcionou maior rendimento de extração de antocianinas 
(Figura 3.5) e as manteve mais estáveis. Os solventes acidificados desnaturam 
membranas celulares e facilitam a solubilização de antocianinas dos glóbulos 
pigmentados, descritos como antocianoplastos existentes nos vacúolos das células 
vegetais (Truong et al., 2012). O uso de água como solvente e pH ácido, além da 
temperatura, melhora o processo de extração de antocianinas (Santos et al., 2012). 
Paes et al. (2014) encontraram resultados similares na extração de antocianinas do 
resíduo do mirtilo, obtendo extratos concentrados em antocianinas a 40 °C 
empregando água acidificada e misturas hidroetanólicas na PLE. Resultados 
diferentes foram obtidos por Santos et al. (2012), que encontraram os maiores 
rendimentos de antocianinas na PLE a partir da casca de jabuticaba a 80 °C, 
apresentando uma melhor termotolerância em relação às AM do resíduo de juçara, 
que na mesma temperatura degradaram-se significativamente.  
5.2.3 Atividade antioxidante - Método DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazila) 
 
A Figura 5.3 apresenta as atividades antioxidantes dos extratos obtidos a 
partir do resíduo de juçara pela técnica PLE, determinadas pelo método DPPH. Esse 
método consiste em avaliar a atividade de sequestro do radical DPPH, de coloração 
púrpura, que absorve em um comprimento de onda de 518 nm. Pela ação de um 
possível antioxidante presente no extrato, o DPPH é reduzido, formando um 





atividade foi expressa em mmol de equivalente de Trolox (ETr) por grama de resíduo 
seco (RS). Note-se que a maior atividade antioxidante foi encontrada nos extratos 
obtidos com a mistura acidificada (pH 2,0) de etanol + água 50% v:v na temperatura 
de 80 °C (119,50 ± 0,71 mmol ETr/g RS) coincidindo com o melhor resultado para FT 
reportado anteriormente.  
 
Figura 5.3. Atividade antioxidante (AAt) determinada pelo método DPPH dos extratos 
obtidos por PLE a partir de resíduo de juçara. 
ET: Etanol puro 99,5% EA: Mistura acidificada (pH 2,0) de etanol e água (50% v/v) 
AD: Água destilada AA: Água acidificada (pH 2,0). 
Também se observou que a atividade antioxidante não foi tão influenciada 
pelo tipo de solvente quanto pela variação da temperatura. Quando a temperatura foi 
aumentada a atividade antioxidante dos extratos aumentou para todos os tipos de 
solventes avaliados. Como mencionado anteriormente, o FT também aumentou para 
todos os solventes com a temperatura, embora o teor de AM tenha diminuído pela 
sua degradação térmica. Segundo Machado et al. (2014), é possível que outros 
compostos além das antocianinas, sobretudo de natureza fenólica, (ácidos fenólicos 
e procianidinas) sejam os principais responsáveis pelo aumento da AAt com o 
aumento da temperatura. Por esse motivo, tem se reportado amplamente que a 
atividade antioxidante dos extratos naturais está intimamente relacionada com o 
conteúdo de fenólicos totais (Xu et al., 2015; Anesini et al., 2008). No presente 







































do resíduo de juçara, obtendo-se um coeficiente de correlação linear de Pearson de 
0,886. 
A alta correlação indica que o alto conteúdo de fenólicos totais do resíduo 
é determinante na alta atividade antioxidante dos extratos. Uma forte correlação 
também foi encontrada por Tournour et al. (2015) entre os compostos fenólicos e a 
atividade antioxidante em extração com misturas hidroalcoólicas de bagaço de uva. 
Machado et al. (2014) também confirmaram, que a atividade antioxidante dos 
extratos do resíduo de amora-preta está fortemente relacionada com o conteúdo de 
fenólicos. He et al. (2012) também encontraram uma boa correlação entre FT e a 
atividade antioxidante nos extratos do resíduo de romã obtidos sob condições 
subcríticas a 80 °C. 
O aumento da atividade antioxidante com a temperatura não se deve 
somente às características dos compostos fenólicos, mas também aos efeitos 
sinérgicos causados pelas interações dos compostos antioxidantes e à presença de 
outros compostos não fenólicos que também podem contribuir para que a atividade 
antioxidante dos extratos naturais seja maior (He et al., 2012). Esses outros 
compostos com potencial antioxidante podem ser produtos da reação de Maillard, 
muito comum no processamento e armazenamento de alimentos, que ocorre 
inevitavelmente em altas temperaturas e está relacionada com mudanças na 
coloração dos alimentos, especificamente com o escurecimento. Compostos como 
5-hidroximetilfurfural, carboximetilisina, pentosidina, carboxietilisina, pirralina, 
vesperlisina, entre outros, são os possíveis produtos dessa reação, que aumentam a 
atividade antioxidante em processos com temperaturas de 80 °C a 140 °C (Machado 
et al., 2014). Fernandez-Ponce et al. (2015), reportaram que, pela reação de 
Maillard, outros compostos antioxidantes diferentes aos fenólicos poderiam ter sido 
obtidos quando se empregou água ou misturas hidroalcoólicas a altas temperaturas, 
favorecendo a atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir de folhas de 
manga. 
5.3 Processo de extração sequencial por PLE. 
 
Os processos sequenciais de extração são comumente utilizados para 
obter uma seletividade maior nas extrações, nas quais os compostos desejados são 





utilizados para obter extratos com alta atividade antioxidante e alta eficiência no 
rendimento de extração de compostos presentes em uma determinada matriz 
biológica, já que cada composto pode revelar uma maior afinidade por um solvente 
específico ou por uma determinada condição de temperatura. Rodríguez-Meizoso et 
al. (2006) analisaram diferentes compostos nutracêuticos presentes em folhas de 
orégano, observando o efeito da atividade antioxidante a diferentes temperaturas em 
processos de extração utilizando água em estado subcrítico. Garcia-Marino et al. 
(2006) também estudaram o efeito de diferentes temperaturas nas extrações 
subcríticas de diferentes compostos fenólicos a partir do resíduo da indústria 
vinícola. 
Na Tabela 5.3, são apresentados os resultados obtidos em termos de 
conteúdo de fenóis totais (FT), teor de antocianinas monoméricas (AM), teor de 
antocianinas totais quantificadas por cromatografia liquida de ultra eficiência (AT-
UPLC) e atividade antioxidante (AAt) pelo método DPPH. 
Tabela 5.3. Resultados obtidos da extração sequencial PLE do resíduo de juçara. 
Etapa 
FT (mg EAG/g 
RS) 






I: AA 40 °C 16,368 ± 0,381 9,158 ± 0,582 1,319 ± 0,035 33,125 ± 2,084 
II: EA 80 °C 23,861 ± 2,312 0,311 ± 0,010 0,105 ± 0,010  48,068 ± 0,478 
 
EAG: Equivalente de ácido gálico RS: Resíduo seco EC3R: Equivalente de cianidina-3-
rutinosídeo Ant: Antocianinas totais ETr: Equivalente Trolox AA: Água acidificada pH (2,0) 
EA: Mistura acidificada pH (2,0) de etanol e água (50% v/v). 
 
Como se observa na Tabela 5.3, foram obtidos resultados esperados, pois 
na primeira etapa do processo sequencial (AA 40 °C) as antocianinas foram 
majoritariamente extraídas do resíduo, sendo praticamente esgotadas nessa etapa 
em relação a segunda, em que seriam termodegradadas. Na segunda etapa (EA 80 
°C) se observou um alto rendimento de extração de FT, já que o emprego de altas 
temperaturas favorece a extração de compostos fenólicos mais termorresistentes, 
como discutido na Seção 5.2.1. Desse modo, foi possível obter extratos fracionados 
mais concentrados nos compostos alvo: um extrato rico em antocianinas e rico em 
fenólicos mais resistentes à temperatura. Esse fenômeno pode ser observado mais 





segunda etapa de extração, na qual foram extraídos majoritariamente os compostos 
fenólicos do resíduo. Esse resultado confirmou a correlação direta entre FT e AAt, 
discutida na Seção 5.2.3. 
 
 
Figura 5.4. Teores de FT e AM obtidos nas diferentes etapas do processo sequencial de 
extração PLE a partir do resíduo de juçara. 
5.4 Identificação e quantificação das antocianinas presentes nos extratos PLE 
do resíduo de juçara mediante UPLC. 
Para a identificação e quantificação das antocianinas dos extratos foi 
utilizada a cromatografia liquida de ultra eficiência (UPLC - Ultra Performance Liquid 
Chromatography) acoplada à espectrometria de massas (UPLC-QToF-MS). Esse 
método é amplamente utilizado na detecção de compostos e permite separar, 
identificar e quantificar os compostos presentes em misturas complexas.  
Foram identificadas quatro antocianinas nos extratos PLE obtidos a partir 
do resíduo de juçara: cianidina-3-rutinosídeo (C3R), cianidina-3-glicosídeo (C3G), 
peonidina-3-rutinosídeo (Peo3R) e peonidina-3-glicosídeo (Peo3Gl). A detecção e 
separação completa dos quatro tipos de antocianinas foram obtidas em um tempo de 
12 min de corrida. Nas Figura 9.4, Figura 9.5, Figura 9.6 e Figura 9.7 do Apêndice C 
encontram-se as curvas padrão das antocianinas que foram utilizadas para 
determinar as concentrações nos extratos PLE. A concentração final foi expressa em 




















antocianinas foi obtida utilizando metanol e água acidificada com 2% de ácido 
fórmico como fases móveis. Nesse sistema cromatográfico, a detecção dos 
componentes que eluem da coluna é realizada pelo detector de arranjo de diodos, 
quando os componentes absorvem na região do UV-vis e, em seguida esses 
compostos são analisados no espectrômetro de massas, tendo cada íon molecular 
monitorado em um dado intervalo de tempo (Cavalcanti, 2013).  
A expressão m/z, conhecida como a relação massa/carga, é um 
parâmetro medido pelo espectro de massas. Corresponde a uma relação 
adimensional do número de massa (m) de uma partícula entre o numero (z) de 
unidades carregadas eletrostaticamente que possui a partícula. Na Tabela 5.4 é 
apresentada a relação massa/carga (m/z) para cada antocianina identificada.  
Tabela 5.4. Relação massa/carga (m/z) das antocianinas identificadas. 






As concentrações das antocianinas identificadas nos extratos para cada 
condição de PLE são apresentadas na Tabela 5.5. Como se observa, foram 
identificadas como antocianinas majoritárias a cianidina-3-glicosídeo e a cianidina-3-
rutinosídeo, e como minoritárias a peonidina-3-glicosídeo e a peonidina-3-
rutinosídeo. Os resultados obtidos foram similares aos perfis de antocianinas dos 
extratos da polpa de juçara obtidos a partir de métodos convencionais de extração 
(Bicudo et al., 2014; Da Silva et al., 2014; De Brito et al., 2007) e presentes também 










Tabela 5.5. Concentração das antocianinas identificadas em cada condição de PLE do 
resíduo de juçara. 
Temp
. (°C) 
Solvente C3G C3R Peo3Gl Peo3R AT-UPLC 
40 ET 0,0336 ± 0,0027 0,1068 ± 0,0087 0 0 0,1404 ±  0,0114 
60 ET 0,0192 ± 0,0002 0,0680 ± 0,0001  0 0,0872 ± 0,0001 
80 ET 0,0026 ± 0,0001 0,0118 ± 0,0001 0 0 0,0144 ±  0,0001 
40 EA 0,0991 ± 0,0074 0,2942 ± 0,0215 0 0 0,3932 ± 0,0290 
60 EA 0,0931 ± 0,0014 0,3003 ± 0,0056 0 0 0,3935 ±  0,0070 
80 EA 0,0131 ± 0,0052 0,0591 ± 0,0026 0 0 0,0723 ± 0,0015 
40 AD 0,0051 ± 0,0002 0,0696 ± 0,0053 0,0041 ± 0,0001 0,0047 ± 0,0001 0,0835 ± 0,0054 
60 AD 0,0086 ± 0,0010 0,0043 ± 0,0003 0 0 0,0129 ±  0,0008 
80 AD 0,0030 ± 0,0020 0,0140 ± 0,0018 0 0 0,0171 ± 0,0001 
40 AA 0,2035 ± 0,0040 1,5259 ± 0,0903 0,0159 ± 0,0005 0,0150 ± 0,0006 1,7603 ±  0,0941 
60 AA 0,1423 ± 0,0053 0,9599 ± 0,0214 0,0124 ± 0,0001 0,0149 ± 0,0018 1,1296 ±  0,0285 
80 AA 0,0073 ± 0,0024 0,0366 ± 0,0045 0,0028 ± 0,0005 0 0,0468 ±  0,0003 
 
ET: Etanol puro 99,5% EA: Mistura acidificada pH 2,0 de etanol e água (50% v/v) AD: Água 
destilada AA: Água acidificada pH 2,0 C3G: Teor da antocianina cianidina-3-glicosídeo 
(C3G) expresso em mg de C3G por grama de resíduo seco C3R: Teor da antocianina 
cianidina-3-rutinosídeo (C3R) expresso em mg de C3R por grama de resíduo seco Peo3Gl: 
Teor da antocianina peonidina-3-glicosídeo (Peo3Gl) expresso em mg de Peo3Gl por grama 
de resíduo seco Peo3R: Teor da antocianina peonidina-3-rutinosídeo (Peo3R) expresso em 
mg de Peo3R por grama de resíduo seco AT-UPLC: Teor de antocianinas totais expresso 
em termos da soma das antocianinas C3G, C3R, Peo3Gl e Peo3R por grama de resíduo 
seco. 
 
Observa-se que o comportamento reportado na extração de AM para os 
extratos PLE correspondentes às diferentes condições de operação mediante o 
método espectrofotométrico foi similar ao obtido nas análises cromatográficas. 
Porém, o teor de antocianinas totais obtidas cromatograficamente foi menor que os 
obtidos seguindo a metodologia espectrofotométrica. Como observado nos estudos 
de Cavalcanti (2013), a escolha dos padrões avaliados nas análises de UPLC-QToF-
MS se baseia na composição de antocianinas previamente reportadas na literatura. 
Por tal motivo, é possível que outros compostos diferentes, devido a processos de 
copigmentação com açúcares, ácidos orgânicos ou metais presentes na amostra, 





identificados como antocianinas no UPLC-QToF-MS. Esse comportamento também 
foi observado por Machado et al. (2014) nas análises dos extratos subcríticos a partir 
de resíduo de amora-preta. 
5.5 Extração SFE com cossolvente. 
 
Como já discutido na Seção 3.4.2, o CO2 supercrítico é um solvente 
altamente seletivo para extrair compostos principalmente hidrofóbicos, dada sua 
natureza apolar. Mesmo não sendo muito usada para a extração de antocianinas 
pelo fato desses compostos serem moderada ou altamente polares, a SFE pode ser 
empregada quando se usa CO2 em conjunto com cossolventes que modificam sua 
polaridade. A literatura reporta diversos estudos que afirmam que o cossolvente foi 
determinante para melhorar o rendimento da SFE quando os compostos alvo 
correspondem a moléculas altamente polares (Ver Tabela 3.7 da Seção 3.4.2.3 - 
Efeito modificador do cossolvente na SFE). Vatai et al. (2009) mostraram em seus 
estudos com bagaço de uva que, utilizando cossolvente nas extrações com CO2 
supercrítico, eram obtidos duas vezes mais fenóis e três vezes mais antocianinas do 
que quando empregou-se CO2 puro. 
Neste trabalho se realizou a SFE empregando cossolvente como método 
comparativo em relação à PLE. Para isso foi selecionado o melhor solvente da PLE 
para ser empregado como cossolvente na SFE, de modo que afinidade do solvente 
supercrítico pelos compostos fenólicos e as antocianinas fosse melhorada. Os 
resultados obtidos na PLE para os diferentes solventes indicam que a 40 °C 
(temperatura ótima para a extração de antocianinas) não houve diferenças 
significativas quando se empregou a mistura acidificada (pH 2,0) de etanol + água 
50% v:v ou água acidificada (pH 2,0). No entanto, a 80 °C (temperatura ótima para a 
extração de FT) a mistura acidificada foi significativamente melhor do que água 
acidificada na extração de FT (Figuras 5.1 e 5.2). Em geral, a mistura hidroetanólica 
acidificada foi o melhor solvente na extração de compostos fenólicos para todas as 
temperaturas, e junto com a água acidificada também foi adequada para a extração 
de antocianinas. Por isso, essa mistura foi escolhida como o cossolvente mais 
adequado para ser empregado na SFE. Outros trabalhos, como Paes et al. (2014), 





de misturas hidroetanólicas como cossolventes na SFE de compostos fenólicos e 
antocianinas, embora sem acidificação. 
A escolha da temperatura foi determinante para a estabilidade dos 
compostos na SFE. Assim, foi selecionada uma temperatura intermediária de 
extração (60 °C), considerando que as antocianinas apresentaram estabilidade a 40 
°C e degradação a 80 °C, enquanto os FT apresentaram um comportamento 
inverso. Considerou-se que a 60 °C o CO2 mais o cossolvente atingiriam a condição 
de temperatura supercrítica, e minimizariam a degradação dos compostos alvo. 
A Tabela 5.6 apresenta os resultados obtidos para SFE com cossolvente 
a partir do resíduo de juçara, em termos de conteúdo de fenóis totais (FT), teor de 
antocianinas monoméricas (AM) pelo método pH diferencial, teor de antocianinas 
totais quantificadas por cromatografia liquida de ultra eficiência (AT-UPLC) e 
atividade antioxidante (AAt) pelo método DPPH. 















20 / 60 29,839 ± 2,87 21,839 ± 1,764 
6,211 ± 
0,001 
63,591 ± 0,557 
 
EAG: Equivalente de ácido gálico RS: Resíduo seco EC3R: Equivalente de cianidina-3-
rutinosídeo Ant: Antocianinas totais ETr: Equivalente Trolox EA: Mistura acidificada pH 2,0 
de etanol e água (50% v/v).  
 
Como pode ser observado na Tabela 5.6, o conteúdo de FT obtido na 
SFE (29,84 mg EAG/g RS) foi menor que o obtido por PLE na melhor condição de 
extração para compostos fenólicos (51,35 ± 0,41 mg EAG/g RS). Porém, a SFE foi 
extremamente eficiente para a extração das antocianinas presentes no resíduo de 
juçara, alcançando valores muitos superiores (21,84 ± 1,76 mg EC3R/g RS) aos 
obtidos na melhor condição de extração de antocianinas utilizando PLE (9,75 ± 0,70 
mg EC3R/g RS). É possível que o uso do cossolvente acidificado tenha exercido um 
efeito positivo na SFE, já que além de aumentar a polaridade do CO2 supercrítico, 
pode ter melhorado a estabilidade das antocianinas extraídas ao mantê-las na 
espécie predominante de cátion flavilium em meio ácido. As antocianinas extraídas 





enquanto para a PLE representaram apenas 56% dos FT na melhor condição de 
extração de AM (Água acidificada pH 2,0 - 40°C), mostrando uma seletividade maior 
pelas antocianinas na SFE que a PLE. A Figura 5.5 apresenta a aparência do 
extrato obtido a partir do resíduo de juçara por SFE. 
 
Figura 5.5. Extrato supercrítico obtido a partir do resíduo de juçara. 
Paes et al. (2014) também reportaram uma melhora significativa na 
extração de antocianinas com SFE quando comparada com a PLE a partir do 
resíduo de mirtilo. Igualmente notou-se que, embora o processo SFE tenha sido 
muito mais eficiente na extração de antocianinas em relação à PLE, a atividade 
antioxidante desses extratos foi menor (63,59 ± 0,56 mmol ETr/g RS) que na melhor 
condição de DPPH na PLE (119,50 ± 0,71 mmol ETr/g RS) que, mesmo com menor 
teor de antocianinas, mostrou uma melhor atividade antioxidante. Assim, a AAt dos 
extratos do resíduo de juçara pode ser atribuída principalmente ao teor de 
compostos fenólicos totais e não ao teor de AM. Na Seção 5.2.3 já foi discutida a 
correlação entre FT e AAt nos extratos obtidos por PLE. 
Analisando os resultados de UPLC nos extratos SFE do resíduo de 
juçara, observou-se também maior rendimento de extração de antocianinas em 
relação à PLE, como esperado. No entanto, as concentrações das antocianinas 
reportadas na UPLC são menores que os obtidos pelo método de pH diferencial, 





5.6 Extrações a baixa pressão: Soxhlet, Extração em leito agitado (ABE) e 
Extração assistida por ultrassom (UAE) 
 
A maioria das técnicas de extração a baixa pressão apresenta 
desvantagens em relação aos processos a alta pressão, pois requer longos períodos 
de processo, utiliza elevadas quantidades de solventes ou consiste em processos 
menos eficientes na extração de biocompostos, além de requerer etapas adicionais 
de pós-extração (Santos et al., 2010). Porém, algumas técnicas não convencionais a 
baixa pressão têm surgido recentemente para superar essas limitações. Por 
exemplo, a extração assistida por ultrassom é uma técnica em que o fenômeno de 
cavitação é gerado através da formação e implosão de bolhas de gás dissolvido no 
meio. Esse fenômeno tem diversos efeitos no processo de extração, melhorando a 
difusão do solvente e a transferência de massa dos compostos, diminuindo os 
tempos de extração e aumentando a eficiência do processo. Na Tabela 5.8 são 
apresentados os resultados obtidos pelas diferentes técnicas de extração a baixa 
pressão em termos de conteúdo de fenóis totais (FT), teor de antocianinas 
monoméricas (AM) pelo método pH diferencial, teor de antocianinas totais 
quantificadas por cromatografia liquida de ultra eficiência (AT-UPLC) e atividade 
antioxidante (AAt) pelo método DPPH. 
Tabela 5.7. Resultados obtidos nas extrações a baixa pressão (Soxhlet, Extração em leito 
agitado (ABE) e Extração assistida por ultrassom (UAE)) realizadas a partir do resíduo de 
juçara. 
Métodos 
FT (mg EAG/g 
RS) 
AM (mg EC3R/g 
RS) 




Soxhlet 21,904a ± 0,020 10,535a ± 0,110 0,524 ± 0,003 80,241a ± 0,560 
ABE 22,306a ± 1,335 7,906b ± 0,269 0,657 ± 0,071 35,977c ± 0,943 
UAE 23,323a ± 0,193 8,701b ± 0,199 0,695 ± 0,004 42,690b ± 0,792 
 
EAG: Equivalente de ácido gálico RS: Resíduo seco EC3R: Equivalente de cianidina-3-
rutinosídeo Ant: Antocianinas totais ETr: Equivalente Trolox  
Comparando os resultados obtidos por Soxhlet e PLE, o método 
convencional obteve menor conteúdo de compostos fenólicos (21,90 ± 0,02 mg 
EAG/g RS) em relação à melhor condição de PLE para FT (EA 80 °C - 51,35 ± 0,41 





característica da extração com líquidos pressurizados, é mais eficiente na extração 
dos compostos fenólicos para essa condição. Também se observou que a melhor 
condição de extração de antocianinas na PLE (AA 40 °C - 9,75 ± 0,70 mg EC3R/g 
RS) proporcionou um conteúdo similar ao obtido pela extração Soxhlet (10,54 ± 0,11 
mg EC3R/g RS) em um tempo muito menor de processo (40 minutos contra 360 
minutos), e empregando uma menor quantidade de solvente (relação de S/F de 24 
contra 60 kg solvente/kg matéria-prima). 
A partir das comparações estatísticas das médias analisadas pelo teste 
de Tukey para as três técnicas de extração a baixa pressão, observa-se que o 
método Soxhlet foi significativamente melhor em termos de obtenção de AM e à 
atividade antioxidante dos extratos. Também se observou que, para as extrações a 
baixa pressão, o teor de compostos fenólicos dos extratos não esteve correlacionado 
com AAt, pois o FT para os três tipos de extração não apresentou diferenças 
significativas enquanto a atividade antioxidante foi significativamente maior na 
seguinte ordem: Soxhlet > UAE > ABE. Isto indica a existência de diferenças na 
composição química dos extratos obtidos pelas diferentes técnicas, além de que 
PLE e SFE foram muito mais seletivas para a extração de compostos fenólicos e 
antocianinas que as técnicas convencionais. As diferenças na atividade antioxidante 
podem ser causadas por diversos fatores combinados, como a polaridade do 
solvente, a temperatura de extração e o tipo de composto fenólico extraído. 
Portanto, quando são comparados diferentes métodos de extração é necessário 
considerar a composição de cada extrato obtido, pois cada método vai apresentar 
diferentes combinações de compostos fenólicos no extrato, obtendo, por 
conseguinte, diferentes bioatividades (Dai et al., 2009). 
Em relação aos métodos ABE e UAE, esperava-se que o ultrassom 
aumentasse os rendimentos de extração em comparação à extração em leito 
agitado, devido à ação do ultrassom de colapsar as paredes vegetais ao gerar 
bolhas cavitantes durante a extração, permitindo assim a maior liberação de 
compostos alvo. Porém, ABE e UAE não apresentaram diferenças significativas em 
termos de FT e AM, sugerindo que o ultrassom não foi tão determinante no processo 





Porém, os resultados mostraram também que na UAE a capacidade 
antioxidante dos extratos aumentou significativamente. Desta forma, existe potencial 
para combinar diferentes técnicas capazes de melhorar a eficiência de extração e 
diminuir os tempos de processo. O emprego de técnicas de extração a alta pressão 
em combinação com o ultrassom podem facilitar ainda mais a solubilização dos 

































As técnicas de extração a alta pressão PLE e SFE avaliadas neste 
trabalho mostraram ser eficientes na obtenção de extratos ricos em compostos 
fenólicos e antocianinas com uma atividade antioxidante notável, apresentando 
características interessantes e com grande potencial de uso em diversas aplicações. 
Os extratos produzidos podem ser utilizados para atender as necessidades atuais da 
indústria alimentícia e/ou farmacêutica na obtenção de antioxidantes de origem 
natural e com propriedades nutracêuticas. As antocianinas podem ser utilizadas 
potencialmente na substituição de corantes sintéticos na indústria de alimentos, 
cosmética e farmacêutica. 
Na PLE foram obtidos extratos ricos em antocianinas quando foram 
empregados solventes acidificados a temperaturas amenas (40 °C), mas a SFE com 
cossolvente mostrou ser mais seletiva para a extração de antocianinas. O 
cossolvente acidificado teve um efeito positivo ao melhorar a polaridade do CO2 
supercrítico, e ao permitir que as antocianinas se estabilizassem na espécie 
predominante de cátion flavilium no meio ácido.  
  A temperatura de extração na PLE foi um parâmetro fundamental 
avaliado neste trabalho, pois seu incremento favoreceu a obtenção de compostos 
fenólicos ao aumentar a taxa de difusão desses compostos e a sua solubilidade nos 
diferentes solventes. No entanto, é importante salientar que o incremento da 
temperatura afetou negativamente a eficiência de extração das antocianinas, pela 
redução do rendimento de extração, possivelmente devido à degradação térmica 
desses compostos em temperaturas acima de 40 °C. Observou-se também que o 
alto conteúdo de compostos fenólicos nos extratos PLE foi determinante na alta 
atividade antioxidante reportada, exibindo uma correlação direta entre essas 
variáveis. 
A análise por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada por 
espectrometria de massas (UPLC-QToF-MS) mostrou que as antocianinas 
majoritárias no resíduo de juçara foram a cianidina-3-glicosídeo e a cianidina-3-






O uso eficiente de resíduos da agroindústria, tais como os de 
processamento de juçara, na obtenção de compostos bioativos, mostra-se atraente 
ao explorar integralmente os recursos e as propriedades das matérias-primas que 
ainda apresentam grande quantidade de componentes com alto valor agregado. 
Além disso, ressalta-se que essas matérias primas são amplamente disponíveis, de 


























7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 Avaliar o efeito do ultrassom na extração com líquidos pressurizados, através 
do acoplamento da sonda ultrassônica à célula de extração;  
 
 Realizar cinéticas de extração supercrítica (SFE) para avaliar o 
comportamento do processo de extração de FT e AM a partir do resíduo de 
juçara;  
 
 Ajustar diferentes modelos matemáticos as curvas cinéticas de SFE; 
 
 Avaliar a atividade antioxidante dos extratos através de outros métodos in 
vitro, como ORAC e FRAP; 
 
 Realizar um estudo da avaliação econômica dos processos de extração com 
a estimativa dos custos de manufatura dos extratos obtidos; 
 
 Estudar o efeito da possível hidrólise com a temperatura dos componentes 
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9. APÊNDICES  
 













9.2 APÊNDICE B: Testes preliminares de extração. 
 
 
Figura 9.3. Avaliação de diferentes vazões de solvente para PLE utilizando água destilada, 
























9.3 APÊNDICE C: Curvas padrão das antocianinas. 
 
 
Figura 9.4. Curva padrão de cianidina-3-glicosídeo (C3G), área dos picos versus 
concentração de C3G (mg/L). 
 
 
Figura 9.5. Curva padrão de cianidina-3-rutinosídeo (C3R), área dos picos versus 
concentração de C3R (mg/L). 
 
y = 187.132,66x - 4.292,66 















y = 141.210,65x - 4.292,66 




















Figura 9.6. Curva padrão de peonidina-3-glicosídeo (Peo3Gl), área dos picos versus 
concentração de Peo3Gl (mg/L). 
 
 
Figura 9.7. Curva padrão de peonidina-3-rutinosídeo (Peo3R), área dos picos versus 





y = 181.468,74x - 4.292,66 
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9.4 APÊNDICE D: Cromatograma dos íons das antocianinas analisadas via UPLC. 
 
Figura 9.8. Cromatograma representativo UPLC-UV-Vis (520nm) e dados de detecção das quatro antocianinas identificadas nos extratos PLE 
de juçara.  
